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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
µl  mikroliter 
A  amper 
arab  arabinoza 
Ca(OH)2 kalcijev hidroksid 
CFU  enota kolonije (angl. colony forming unit) 
CO2  ogljikov dioksid 
DAP  diamonijev fosfat (angl. diammonium phosphate) 
DAS  diamonijev sulfat (angl. diammonium sulfate) 
DNA  deoksiribonukelinska kislina 
dNTP  zaĉetni oligonukleotidi 
EDTA  etilendiamintetraocetn kislina 
EtOH  etanol 
glc  glukoza 
glyc  glicerol 
H2S  vodikov sulfid 
H2SO4  fosforjeva (V) kislina 
KE  kvasni ekstrakt 
mg  miligram 
MgCl2  magnezijev klorid 
min  minuta 
ml  mililiter 
MRIC-UL Mreţa raziskovalnih infrastrukturnih centrov UL 
nm  nanometer 
PCR  polymerase chain reaction (veriţna reakcija s polimerazo) 
RI detektor Refractive Index detektor 
RNA  ribonukleinska kislina 
Rpm  število vrtljajev na minuto (angl. Revolutions per minute) 
TAE pufer tris, acetic acid, EDTA 
Temp.  temperatura 
V  volt 
x   povpreĉje 
xyl  ksiloza 
YNB - AA kvasna dušikova baza brez amino kislin (angl. yeast nitrogen base - AA) 
YNB  kvasna dušikova baza (angl. yeast nitrogen base) 
YPD  kvasni ekstrakt pepton glukoza (angl. yeast extract peptone dextrose) 
ZIM  Zbirka industrijskih mikroorganizmov 
σ  standardni odklon 
 
 
1 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
1 UVOD 
Lignocelulozna biomasa je najbolj bogat rastlinski material na našem planetu (Saini, 
2015). Lignocelulozni material kvasovke ne morejo neposredno uporabiti kot substrat, zato 
ga je potrebno predhodno obdelati (Blomqvist in sod., 2011). Biotehnološki proizvodi 
kvasovk na lignocelulozi so bioalkoholi – etanol in butanol ter biodizel (Jonsson in sod., 
2013). Lignocelulozno biomaso uporabljajo za pretvorbo v izdelke z dodano vrednostjo – 
industrijski encimi, organske kisline, farmacevtski izdelki in kemikalije, polimeri (De Silva 
in sod., 2012). Najbolj razvite tehnologije imamo za proizvodnjo bioetanola, vse veĉ pa se 
lignoceluloza uporablja za proizvodnjo mleĉne kisline (Isikgor in Becer, 2015). 
 
Industrijsko najbolj pomembna kvasovka je kvasovka Saccharomyces cerevisiae (Azhar in 
sod., 2017), vendar le-ta ne more izrabljati doloĉenih virov ogljika v lignoceluloznem 
substratu, kot sta npr. ksiloza in arabinoza (Petroviĉ, 2015). Kvasovke tradicionalno 
uporabljamo v biotehnologiji, v fermentaciji vina, piva, kruha. V biotehnologiji se 
kvasovke uporabljajo za proizvodnjo bioetanola, metabolitov, za proizvodnjo 
rekombinantnih proteinov in za biotransformacije. Raziskave se usmerjajo v iskanje 
mikroorganizmov, ki uĉinkovito izrabljajo lignocelulozo kot substrat za proizvodnjo 
bioetanola, saj veĉino ogljikovih hidratov (glukoza in sukroza), ki jih kvasovke izrabljajo, 
pridobijo iz koruznega škroba ali trsnega sladkorja (Mattanovich in sod., 2014). Na drugi 
strani je lignoceluloza  biomasa, ki se ne uporablja za proizvodnjo hrane (Welton in sod., 
2013) in predstavlja zelo bogat vir ogljikovih hidratov (Mattanovich in sod., 2014).  
 
Danes je opisanih okoli 1500 vrst kvasovk, ki pripadajo okoli 100 rodovom, kar je le 5 % 
vseh kvasovk, ki obstajajo, tako da je veliko moţnosti za iskanje novih vrst kvasovk z 
biotehnološkim potencialom (Deak, 2009). Vse veĉji pomen v industriji pridobivajo 
nekonvencionalne kvasovke  (Mattanovich in sod., 2014), ki jih povezuje niţja stopnja 
metabolnih procesov in precej kratka zgodovina genetske in fenotipske karakterizacije. S. 
cerevisie potrebuje substrate z visokimi koncentracijami sladkorjev, medtem ko so 
nekonvenionalne kvasovke alternativa za izrabo substrata z niţjimi koncentracijami le-teh 
(Mattanovich in sod. 2014). Kvasovke rodu Dekkera so sposobne fermentirati kompleksne 
ogljikove hidrate, ki jih kvasovke rodu Saccharomyces ne morejo (Reis, 2014). Poleg tega 
so kandidatke za produkcijo heterolognih proteinov (Miklenić in sod., 2016).   
 
S testiranjem rasti kvasovk na lignoceluloznem hidrolizatu, tretiranim s kislino pri 
razliĉnih temperaturah (160 °C, 180 °C in 210 °C), ţelimo ugotaviti katere vrste kvasovk 
so sposobne rasti na tem substratu. Lignocelulozni hidrolizat vsebuje glukozo, ksilozo in 
arabinozo v razliĉnih razmerjih. Vsebuje tudi inhibitorne spojine, ki negativno vplivajo na 
rast kvasvok. Oceniti ţelimo stopnjo rasti kvasovk na lignoceluloznem hidrolizatu in 
sposobnost izrabe posameznih virov ogljika, ki so prisotni v njem.   
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPTEZE 
1.1.1 Cilji magistrske naloge 
Cilj magistrske naloge je glede na potencial nekonvencionalnih kvasovk, izrabiti njihovo 
genetsko raznolikost, ki se odraţa v prilagojenosti na razliĉna okolja. S presejalnim testom 
rasti na lignoceluloznih hidrolizatih ali njihovih sestavinah selekcionirati tiste kvasovke, ki 
smo jih skozi leta izolirali iz grozdja, vina, piva, jabolĉnega vina in oljĉnega olja, ki bolj 
uĉinkovito izrabljajo lignocelulozni substrat kot S. cerevisiae.  
 
Delo je potekalo v sodelovanju s Prehrambeno biotehnološko fakulteto v Zagrebu, od 
koder smo dobili lesni hidrolizat.  
1.1.2 Hipoteze magistrske naloge 
- Priĉakujemo, da bodo sevi nekonvencionalnih vrst kvasovk lahko izrabljali lesni 
hidrolizat. 
- Priĉakujemo relativno veliko raznolikost v sposobnosti izrabe lesnega hidrolizata, 
ki se bo odraţalo glede na fenotipske lastnosti testiranih kvasovk, genetsko ozadje 
in izvor sevov. 
- Nekonvencionalne kvasovke so genetsko raznolike, kar se odraţa v specifiĉni 
hitrosti rasti  na lignoceluloznih substratih. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 UPORABA KVASOVK 
Kvasovke uporabljamo za izdelavo kruha, piva in vina ţe vrsto let. Njihovo vlogo v 
fermentaciji je odkril ţe Pasteur. Prvo ĉisto (starter) kulturo kvasovk za uporabo v 
industriji pijaĉ in vinarstvu sta izolirala Hansen in Müller-Thurgau konec 19. stoletja. Od 
takrat naprej je uporaba starter kultur kvasovk v industriji standardna praksa, ne samo v 
industriji hrane in pijaĉe, ampak tudi za proizvodnjo široke palete drugih produktov 
kvasovk. Izboljševanje starter kultur se opira na klasiĉne genetske tehnike kot so 
hibridizacija in mutageneza, ki ji sledi selekcija. V zadnjem ĉasu je mogoĉe s pomoĉjo 
rekombinantnih metod prilagoditi proizvodne seve za namen genske tehnologije  
(Santyanarayana in Kunze, 2009). 
2.1.1 Industrija hrane in pijače 
Od zaĉetka 20. stoletja naprej je uporaba kvasovk v industriji hrane in pijaĉe standardna 
praksa. V pivovarstvu se uporablja starter kulture za fermentacijo sladu. Kljuĉno vlogo pri 
tem ima S. cerevisiae. Kvasovke se kot starter kulture uporablja tudi v enologiji. Vinu 
dajejo posebno aromo. Poleg kvasovke S. cerevisiae, uporabljamo tudi druge vrste kvasovk 
na primer Hanseniaspora guilliermondii, Pichia fermentani, Candida stellata. Kvasovke se 
uporabljajo tudi v industriji mleĉnih izdelkov, v industriji pekovskih izdelkov, v industriji 
mesnih izdelkov in industriji alkoholnih pijaĉ (Deak, 2009). 
2.1.2 Farmacevtska industrija 
Kvasovke lahko uporabljamo za proizvodnjo farmacevtskih spojin. Nekaj proizvodov 
farmacevtske industrije lahko pridobimo iz naravnih sevov S. cerevisiae in 
nekonvencionalnih kvasovk. Še veĉ produktov pa pridobimo z genskim spreminjanjem 
kvasovk, da potem izraţajo heterologne proteine. Od leta 1980 so s pomoĉjo kvasovk 
izrazili veliko bioterapevtskih spojin, med drugim cepiva, antigene in hormone, na primer 
inzulin, interferon, antigen hepatitisa A. Kvasovke imajo potencial tudi za uporabo kot 
probiotiki v farmacevtske namene. Saccharomyces boulardii uporabljajo za nadzorovanje 
teţav s prebavili (Santyanarayana in Kunze, 2009). 
2.1.3 Biogoriva 
V dvajsetem stoletju smo se zanašali na fosilna goriva za proizvodnjo energije in kemijskih 
produktov (Ragauskas in sod., 2006). Ogljikov dioksid, ki nastaja pri izgorevanju fosilnih 
virov, povzroĉa znatne podnebne spremembe. Biogoriva predstavljajo dobro rešitev za 
dosego tega cilja (Petroviĉ, 2015). Biogoriva so pridobljena iz uţitnih sestavin ţivilskih 
pridelkov, kot so saharoza, škrob in rastlinska olja. Bioetanol lahko mešamo z bencinom, 
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pri ĉemer je kompatibilen z obstojeĉim voznim parkom pri nizkih koncentracijah (5-15 %), 
medtem, ko lahko pri avtomobilih, ki so prilagojeni na bioetanol, uporabljamo tudi višje 
koncentracije (Welton in sod., 2013). Na ta naĉin poveĉajo nivo oktana in poslediĉno 
izboljšajo kakovost emisij (Mayers, 2012).  
 
Fermentacija ogljikovih hidratov v etanol je ţe dlje ĉasa poznana tehnologija, ki so jo 
aplicirali v proizvodnjo biogoriv (Brandt in sod., 2013). Glavni producent bioetanola in 
industrijsko najpomembnejša kvasovka je kvasovka S. cerevisiae (Azhar in sod. 2017), 
vendar ne izrablja doloĉenih virov ogljika v lignoceluloznem substratu, kot sta npr. ksiloza 
in arabinoza (Petroviĉ, 2015). Nekonvencionalne kvasovke imajo velik potencial za 
uporabo v industriji (Mukherjee in sod, 2017). Vse veĉji pomen v industriji bioetanola 
pridobiva nekonvencionalna kvasovka Dekkera bruxellensis. Ima podobne znaĉilnosti kot 
S. cerevisiae, le da raste poĉasneje, vendar lahko doseţe boljšo produktivnost kot S. 
cerevisiae (Tiukvoa in sod., 2014). Zanimanje za D. bruxellensis je v zadnjem desetletju 
zelo narastlo (Blomqvist in Passoth, 2015). 
2.2 LIGNOCELULOZA 
Lignocelulozna biomasa je surovina, ki se vse veĉ uporablja v industriji biogoriv (Zha in 
sod., 2014). Lignoceluloza je zelo kompleksen substrat (Saritha in Lata, 2010). Sestavljena 
je iz mešanice polimerov ogljikovih hidratov – celuloza,  hemiceluloza in lignin (Chen in 
sod., 2017). Vsebuje tudi polisaharid pektin, ki krepi celiĉno steno in pripomore k veĉji 
proţnosti le-te (Welton in sod., 2013). Celuloza in hemiceluloza sta z vodikovimi in 
kovalentnimi vezmi tesno povezani z ligninom. Biološki proces pretvorbe lignoceluloze v 
etanol zahteva delignifikacijo, depolimerizacijo polimerov v enostavne ogljikove hidrate in 
fermentacijo heksoz in pentoz. Najzahtevnejši proces je prav delignifikacija (Jeewon, 
1997). Kvasovke niso sposobne razgraditi lignoceluloznega materiala, lahko pa uporabijo 
komponente, ki se med razgradnjo lignocelulozne biomase sprostijo (Sanchez, 2009). 
 
Lignocelulozna biomasa je najbolj bogat rastlinski material na našem planetu (Saini, 
2015), ki tvori celiĉne stene lesenih rastlin, kot so drevesa, grmiĉevje in trave 
(Satyanarayan in sod., 2009), zato je na voljo v velikih koliĉinah, s pridobivanjem in 
predelavo le-te pa imamo veliko niţje stroške kot pri škrobnih materialih (Brandt in sod., 
2013). Prednost lignoceluloze je, da se ne uporablja za proizvodnjo hrane. Lignocelulozno 
biomaso za industrijsko uporabo pridobimo iz razliĉnih virov: iz kmetijskih in gozdnih 
ostankov, iz komunalnih odpadkov, kot so organski in papirni odpadki in iz pridelkov, ki 
jih gojimo za namen pridelave biogoriv (Houghton in sod., 2006). Uporaba kmetijskih 
ostankov, npr. ţitnih slamic ali koruznih storţev omogoĉa, da uporabljamo isto zemljišĉe 
za proizvodnjo hrane in goriv (Welton in sod., 2013). 
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2.2.1 Sestava lignoceluloze 
Lignoceluloza je material, ki ga sintetizira rastlinska celica, sestavljena je predvsem iz 
polimernih ogljikovih hidratov (celuloze in hemiceluloze) in aromatskega polimera lignina 
(Bajpai, 2016). Vsebuje tudi pektine, anorganske spojine, beljakovine in ekstrakte, kot so 
voski in lipidi, ki imajo tudi potencialno vrednost. Natanĉna sestava lignoceluloze je 
odvisna od vrste rastline od rastlinskega tkiva in pogojev rasti (Welton in sod., 2013). 
 
Celuloza predstavlja najveĉjo posamezno komponento lignoceluloze (Bajpai, 2016). 
(Welton in sod., 2013). Hemiceluloza je drugi najpogostejši polisaharid v lignocelulozni 
biomasi (Kapu in Trajano, 2014). Sestavljena je iz heksoznih (glukoza, manoza in 
galaktoza) in pentoznih sladkorjev (arabinoza in ksiloza) (Welton in sod., 2013). Lignin je 
aromatski v vodi netopen polimer, zagotavlja vodoodpornost, strukturno ojaĉitev in 
odpornost proti biološkemu ali fiziĉnemu napadu (Welton in sod., 2013). Moĉno je vezan 
na celulozo in hemicelulozo (Kumari in Singh, 2018). Trd les, mehek les ali trava, vsak 
ima drugaĉno sestavo lignina. Razlika v sestavi vpliva na delignifikacijo. Na primer 
delignifikacija mehkega lesa je teţja kot pri trdih vrstah lesa in trave (Welton in sod., 
2013). Mikroorganizmi lignin zelo teţko razgradijo (Sathawong in sod., 2018). V 
preglednici 1 je predstavljena sestava lignocelulozne biomase iz razliĉnih virov 
lignoceluloze, ki so jo pridobili v razliĉnih študijah.  
 
Preglednica 1: Sestava lignocelulozne biomase iz razliĉnih virov lignoceluloznega materiala 
Lignocelulozna biomasa Celuloza (%) Hemiceluloza (%) Lignin (%) 
Begasa iz sladkornih 
mlinov (Kim in Day, 2010) 41,6 25,1 20,3 
Begasa sladkega sirka (Kim 
in Day, 2010) 44,6 27,1 20,7 
Koruzna vlakna (Moiser in 
sod., 2005) 14,3 16,8 8,4 
Koruzni perikarp (Kim in 
sod., 2017) 22,5 23,7 4,7 
Ostanki koruznih listov, 
steblov na polju po ţetvi 
(Corn stover) (Kim in sod., 
2016) 37 22,7 18,6 
Pšeniĉna slama (Ballesteros 
in sod., 2006) 30,2 22,3 15,3 
Riţeva slama (Chen in 
sod., 2011) 31,1 22,3 13,3 
Rţena slama (Garcia-
Cubero in sod., 2009) 30,9 21,5 22,1 
Vejiĉasto proso 
(switchgrass) (Li in sod., 
2010) 39,5 20,3 17,8 
Begasa sladkornega trsa 
(Mart in sod., 2007) 43,1 31,1 11,4 
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2.2.2 Predobdelava lignoceluloze 
Izkorišĉanje lignocelulozne biomase kot surovine za proizvodnjo biogoriv je dolgoroĉno 
gledano dobra rešitev (Tiukoa in sod., 2014).  Glavna ovira za konkurenĉno izkorišĉanje 
lignoceluloze je ta, da še nimamo razvite stroškovno uĉinkovite tehnologije za predelavo 
lignoceluloze. Pretvorba biomase do konĉnih surovin ima veĉ korakov. Za dostop do 
ogljikovih hidratov v biomasi je potrebno predobdelati lignocelulozno biomaso (angl. 
pretreatment), kjer polimere pretvorimo v obliko, ki je primerna za hidrolizo in nadaljnjo 
fermentacijo (Slika 1) (Welton in sod., 2013). 
 
 
Slika 1: Lignocelulozna biomasa pred in po predobdelavi (Brandt in sod., 2013) 
Fokus tistih, ki delajo na procesih dekonstrukcije biomase, je priprava ogljikovih hidratov 
iz lignoceluloze v obliko, ki jo lahko fermentacijski mikroorganizmi zlahka metabolizirajo 
(Welton in sod., 2013). Lignocelulozni material mikroorganizmi ne morejo neposredno 
uporabiti kot vir za proizvodnjo biogoriv (Blomqvist in sod., 2011). Lignocelulozni 
material predhodno obdelajo in dobijo lignocelulozni hidrolizat, ki je substrat za 
mikroorganizme (Zha in sod., 2014). Sprva so veĉino procesov predobdelave zastavljali 
tako, da so dobili ĉimveĉ celuloze, iz katere lahko pridobimo glukozo, ki je substrat za 
fermentacije. V biorafinerijah je dobro, da se poleg heksoz osredotoĉajo tudi na pentoze, 
zlasti ksilozo, kar bi izboljšalo ekonomiko proizvodnje biogoriv (Welton in sod., 2013). 
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2.2.3 Lignocelulozni hidrolizat in proizvodnja etanola 
Prvi korak je hidroliza lignoceluloze, v katerem je struktura hemiceluloze razĉlenjena, 
dobimo hidrolizirano hemicelulozo, ki vsebuje pentoze (najveĉ ksiloz in arabinoz). Drugi 
korak je hidroliza ostanka celuloze, kjer dobimo heksoze. Kot stranski produkt hidrolize 
dobimo lignin v trdem stanju (Sun in Cheng, 2002). Hidrolizi sledi fermentacija, kjer 
pentoze in heksoze mikroorganizmi porabijo za rast in proizvajajo etanol. Konĉni korak je 
destilacija, kjer dobimo etanol  (Slika 2) (Olsson in Hagerdal, 1996). 
 
 
Slika 2: Proces proizvodnje etanola (Olsson in Hagerdal, 1996) 
Postopki predobdelave so postopki, kjer je kompleksna lignoceluloza razgrajena na 
enostavnejše spojine – celulozo, hemicelulozo in lignin. Obstaja veĉ razliĉnih postopkov 
predobdelave (Kumari in Singh, 2018): 
1. Fizikalna predobdelava, kamor spada mletje, sekanje, brušenje, zamrzovanje in 
sevanje lignoceluloze. Te metode zmanjšujejo velikost delcev. Fizikalno 
predobdelavo uporabljajo v kombinaciji z drugimi predobdelavami (Kumari in 
Singh, 2018). 
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2. Kemijska predobdelava vkljuĉuje tretiranje z organskim in anorganskimi kislinami 
(Kumari in Singh, 2018). Za razgrajevanje lignoceluloze uporabljajo razliĉne 
kisline – klorovodikovo kislino, ţveplovo kislino, dušikovo kislino, fosforno 
kislino, maleinsko kilino, mravljiĉno kislino in ocetno kislino. Najpogosteje 
uporabjajo ţveplovo kislino (Bai in sod., 2016). Glavna pomanjkljivost kemiĉne 
predobdelave lignoceluloze je, da ob razgradnji nastajajo razliĉni inhibitorji (ocetna 
kislina, furfrual in 5-hidroksimetilfurfural) (Taherzadeh in Karimi, 2008). 
3. Fizikalno – kemijska predobdelava, kamor med drugim spada ultrazvok, 
avtohidroliza, eksplozija s paro, eksplozija s CO2, tekoĉa vroĉa voda (LHW-liquid 
hot water) (Taherzadeh in Karimi, 2008). 
4. Biološka obdelava, ki med drugim vkljuĉuje predobdelavo z glivami in encimatsko 
predobdelavo (Taherzadeh in Karimi, 2008). 
5. Kombinirana obdelava, ki vkljuĉuje kombinacije zgoraj naštetih predobdelav 
(Taherzadeh in Karimi, 2008). 
 
Po predobdelavi pridobijo lignocelulozni hidrolizat, ki se ga lahko uporablja za nadaljnje 
procese proizvodnje etanola oziroma za raziskave povezane s tem (Olsson in Hagerdal, 
1996).  
 
Ena izmed glavnih ovir v proizvodnji etanola iz lignocelulozne biomase je obĉutljivost 
mikroorganizmov za inhibitorne spojine (Petroviĉ, 2015), ki so predstavljene na sliki 3. V 
lignoceluloznem hidrolizatu se kopiĉijo nemetabolne spojine, ki so inhibitorne spojne, ki 
jih mikroorganizmi ne morejo metabolirati, saj le-te zavirajo njihovo rast (Olsson in 
Hagerdal, 1996). Inhibitorne spojine, ki vplivajo na rast kvasovk in njihove fermentacijske 
sposobnosti, nastajajo v procesih predobdelave lignocelulozne biomase (Zha in sod., 
2014). Katere spojine se kopiĉijo, je odvisno od vrste lignoceluloznega materiala (Jonsson 
in sod., 2013). Poznamo veĉ skupin inhibitornih spijin, ki se sprostijo ob razgradnji 
hemiceluloze, in sicer šibke kisline (ocetna kislina), kisline (levulinska kislina, mravljiĉna 
kislina (Jonsson in sod., 2013), furani (furfural, 5-hidroksi furfural) (Almeida in sod., 
2007). Ob razgradnji lignina pa dobimo fenolne komponente (vanilin) in druge aromatske 
spojine (Jonsson in sod., 2013). Ocetna kislina povzroĉi zelo nizek pH, kar je zelo 
neugodno za rast mikroorganizmov. Ta problem rešijo z višanjem pH lignoceluloznega 
hidrolizata. Skupina zaviralcev so tudi produkti, ki nastajajo v procesu fermentacije, na 
primer etanol, ocetna kislina, glicerol, mleĉna kislina, ki zavirajo rast mikroorganizmov 
(Olsson in Hagerdal, 1996). 
9 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
 
Slika 3: Inhibitorne spojine, ki nastanejo med predobdelavo lignoceluloznega materiala (Kim, 2018) 
V preglednici 2 so predstavljene razliĉne predobdelave razliĉnih virov lignoceluloznih 
biomas, koliĉina sladkorjev po predobdelavi in koliĉina izloĉenih inhibitornih spojin. Pri 
parni eksploziji se z višanjem temperature in ĉasa predobdelave, ter višanjem koncentracije 
ţveplove kisline, poveĉuje koncentracija inhibitornih spojin (Cara in sod.  2007, Linde in 
sod., 2008). Pri predobdelavi s tekoĉo vroĉo vodo se z višanjem temperature dviguje 
koncentracija inhibitornih spojin (Kim in sod., 2016). Pri predobdelavi z maleinsko kislino 
nastanejo inhibitorne spojine, in sicer 5-metilhidroksi furfural, ocetna kislina in furfural 
(Kim in sod., 2016). Predobdelava s suho oksidacijo (WO – wet oxidation) je proces 
tretiranja materiala z vodo in zrakom ali kisikom pri temperaturah veĉjih od 120 °C. Pri 
suhi oksidaciji se koncentracija inhibitornih spojin poveĉuje z višanjem temperature in je 
odvisna od ĉasa izpostavljenosti materiala pogojem predobdelave (Martin in sod., 2007). 
Pri predobdelavi z redĉeno ţveplovo kislino se s ĉasom poveĉuje tudi koncentracija 
inhibitornih spojin, 5-hidroksimetil furfurala in furfurala (Gonzales in sod., 2016). Koliko 
sladkorjev imamo v lignoceluloznem hidrolizatu po predobdelavi je odvisno od vira 
lignoceluloze in od naĉina predobdelave (Preglednica 2).  
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Preglednica 2: Sladkorji in inhibitorne spojine pri razliĉnih metodat predobdelave lignoceluloznega materiala 
   
Inhibitorne spojine 
Sladkorji g/L ali 
g/100 g biomase 
Pred-
obdelava 
Lignocelu-
lozni 
material 
Pogoji 
pred-
obdelave 
Fenoli 
(g/L) 
Furani 
(g/L) 
HMF 
(mM) 
Furfural 
(mM) 
Ocetna 
kislina 
(g/L) 
Glc 
(%) 
Xyl 
(%) 
Arab 
(%) 
Parna 
eksplozija 
(Kim, 
2018) 
Ostanki 
oljk 
T: 190-
240 °C, 
ĉas 5 min, 
NA 0-3,2 NA NA 0,4-4,2 
3,9-
8,9 
g/10
0 g 
3,1-7 
g/ 
100 
g 
0,6-2,4 
g/100g 
Pšeniĉna 
slama 
T: 190-
210 °C, 
ĉas: 2-10 
min, 
NA 
0,16–
2,14 
NA NA 
0,04–
1,01 
0,9-
2,03 
g 
/100 
g 
NA NA 
Lesni 
sekanci 
T: 180-
210 °C, 
ĉas 4-12 
min, 
NA 
0,50–
3,20 
NA NA 7,5 NA NA NA 
Tekoĉa 
vroĉa voda 
(Kim, 
2018) 
Javorjev 
les 
T: 180-
200 °C, 
ĉas 24 
min 
1,3 4,1 NA NA 13,1 
0,6 
g/L 
9,2 
g/L 
 
Begasa 
sladkorne
ga trsa 
T: 180-
200 °C, 
ĉas 30 
min 
1,40–
2,40 
0,50–
5,10 
NA NA 
1,10–
3,40 
NA NA NA 
Ostanki 
koruznih 
listov, 
steblov na 
polju po 
ţetvi 
T: 190 °C, 
ĉas 45 
min 
NA 
0,74–
8,37 
NA NA 
2,0–
2,8 
NA NA NA 
Maleinska 
kislina 
(Kim in 
sod., 2016) 
Ostanki 
koruznih 
listov, 
steblov na 
polju po 
ţetvi 
T: 180 °C, 
ĉas 25 
min 
NA NA 1,54 7,84 4,08 
9,72 
g/L 
18,8 
g/L 
NA 
Suha 
oksidacija 
(Martin in 
sod., 2007) 
Begasa 
sladkorne
ga trsa 
T: 185-
195 °C, 
ĉas 5/15 
min 
1,29-
4,01 
NA 
0,0-
0,07 
0,0-0,53 NA 
0,7-
2,8 
g/10
0 g 
3,5-
13,3 
g/ 
100 
g 
0,7-1,4 
g /100 
g 
Redĉena 
kislina (5% 
(v/v) 
H2SO4) 
(Gonzales 
in sod., 
2016) 
Sveţnji 
palme 
T: 121 °C, 
ĉas: 
30/60/90 
min 
NA NA 
1,25-
4,10 
1,32-
12,47 
NA NA NA NA 
Riţeva 
lupina 
T: 121 °C, 
ĉas: 
30/60/90 
min 
NA NA 
1,2-
2,51 
1,11-
6,41 
NA NA NA NA 
Borov les 
T: 121 °C, 
ĉas: 
30/60/90 
min 
NA NA 
1,76-
3,17 
1,70-
10,70 
NA NA NA NA 
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2.3 VRSTA Saccharomyces cerevisiae 
Kvasovka S. cerevisiae je enoceliĉni organizem, velikost celice je 5-10 μm (Slika 4). S. 
cerevisie je modelni organizem za študije bioloških procesov. Zaradi enostavnega gojena 
in genske manipulacije je kvasovka v ospredju vseh raziskav (Galao in sod., 2007). Mejnik 
v biotehnologiji je bil doseţen leta 1996, ko so dokonĉali sekvenciranje in dobili zaporedje 
celotnega genoma S. cerevisiae (Engel in sod., 2014), ki je bil posekvencioniran v 
veĉmilijonskem projektu, ki ga je podpiralo 74 svetovnih raziskovalnih skupin (Steensels 
in sod., 2015). Kvasovka je zelo pomembna v raziskavah in razvoju sistemske biologije 
(Santyanarayana in Kunze, 2009). V raziskavah jo intenzivno uporabljajo genetiki, 
molekularni biologi in drugi znanstveniki po vsem svetu (Goffeau in Vassarotti, 1991). S. 
cerevisiae uporabljajo v industriji pekovskih izdelkov, v industriji alkoholnih pijaĉ in v 
proizvodnji vina. Uporabljajo jo tudi kot dodatek h krmi ţivali (Santyanarayana in Kunze, 
2009). 
 
 
Slika 4: Saccharomyces cerevisiae (Aref, 2017) 
2.4 NEKONVENCIONALNE KVASOVKE 
Nekonvencionalne kvasovke predstavljajo velik, vendar malo raziskan in izkorišĉen vir 
kvasovk. Mnoge izmed njih imajo industrijsko pomembne lastnosti, kot je na primer 
sposobnost uporabe kompleksnih substratov kot vir hranil, ekstremna toleranca na stres in 
inhibitorje fermentacije. Razvile so posebne mehanizme za preţivetje v ekstremnih 
okoljskih pogojih. Razvoj veĉine teh vrst je bil neodvisen od S. cerevisie, zato so še toliko 
bolj zanimive, ker posedujejo lastnosti, ki jih le-ta ne. Veĉina je bila okarakteriziranih kot 
kvarljivke hrane in pijaĉe. Napredne molekularne tehnike ponjajo moţnosti raziskav 
tolerance nekonvencionalnih kvasovk na stresne dejavnike, ki bi pripomogle k 
razumevanju le-tega (Radecka in sod., 2015). 
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2.4.1 Kvasovke rodu Dekkera 
Kvasovke rodu Dekkera so nekonvencionalne kvasovke (Redeck in sod., 2015). Izvor 
kvasovk rodu Brettanomyces je v Veliki Britaniji, kjer so jo izolirali iz angleškega in 
belgijskega piva. Ime Brettanomyces, ki izhaja iz grških besed »Brettano« (britanska 
pivovarna) in »Myces« (glive). Kasneje so rod poimenovali Dekkera. V uporabi sta oba 
imena, Brettanomyces in Dekkera (Oelofse, 2008).  
 
Kvasovke rodu Dekkera so dobro prilagojene na fermentacijo. S S. cerevisae si delijo 
nekatere lastnosti, kot so visoka odpornost proti osmotskemu in etanolnemu stresu, rast v 
okolju z omejeno koncentracijo kisika in rast v okolju z nizko pH vrednostjo. Te lastnosti 
jim omogoĉajo, da lahko sodelujejo v številnih alkoholnih fermentacijah. Ena izmed 
pomembnejših lastnosti, ki definira ţivljenjski prostor kvasovk rodu Dekkera je sposobnost 
fermentacije ogljikovih hidratov in proizvodnja etanola, tudi v aerobnih razmerah. Ta 
znaĉilnost se imenuje Crabtree uĉinek in se pojavi, ĉe je koncentracija ogljikovih hidratov 
(glukoze) povišana. Kvasovke uporabijo strategijo naredi-akumuliraj-porabi, kjer najprej 
proizvedejo etanol, namesto da bi proizvajale biomaso, da prepreĉijo rast ostalih 
mikroorganizmov, ki teh lastnosti nimajo (Steensels in sod., 2015). Poleg produkcije 
etanola, so sposobne proizvajati, akumulirati in kasneje porabljati visoke koncentracije 
ocetne kisline v aerobnih pogojih (Rozpedowska in sod., 2011). Kvasovke lahko moĉno 
vplivajo na aromo fermentiranih izdelkov (Steensels in sod., 2015). 
 
Kvasovke rodu Dekkera so poleg glukoze sposobne fermentacije tudi drugih virov 
ogljikovih hidratov. Sposobne so fermentirati maltozo in fruktozo, ampak v manjših 
koliĉinah kot so sposobne fermentirati glukozo (Blomqvist, 2011). Uĉinkovita izraba 
ogljikovih hidratov je odvisna od izraţanja visoko uĉinkovitega transporterja (De Barros 
Pita, 2011). Veĉja afiniteta za glukozo v pogojih ogljikovega omejevanja je pomembna pri 
uĉinkovitih fermentacijah bioetanola (Leite, 2013). Dekkera lahko fermentira ogljikove 
hidrate, ki jih kvasovke rodu Saccharomyces ne morejo, na primer celobiozo in dekstrine 
(Reis, 2014). Dekkera proizvaja encim α-glukozidazo, ki omogoĉa hidrolizo kompleksnih 
ogljikovih hidratov (dekstrinov, maltotetraoz in maltopentaoz) v glukozo (Steensels in 
sod., 2015) in encim β-glukozidazo, ki omogoĉa hidrolizo celobioze , ki jo uporabljajo kot 
substrat druge generacije za proizvodnjo bioetanola (Shin, 2006). 
2.4.1.1 Dekkera bruxellensis 
D. bruxellensis,  nekonvencionalna kvasovka, je znana kot kvarljivka okusa vina in je ena 
izmed najbolj obetavnih kandidatk za proizvodnjo etanola druge generacije (Slika 5). 
Kvasovka je sposobna proizvesti visoke koncentracije etanola (okrog 14 %), lahko 
fermentira celobiozo in se prilagodi zahtevnim pogojem rasti, ki jih narekuje rast v 
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lignoceluloznem hidrolizatu (Miklenić in sod., 2016). Klasifikacija kvasovke D. 
bruxellensis je prikazana v preglednici 3 (Mycobank, 2018). 
 
Preglednica 3: Klasifikacija kvasvoke Dekkera bruxellensis (Mycobak, 2018) 
 Klasifikacija Dekkera bruxellensis 
Kraljestvo Fungi 
Deblo Ascomycota 
Poddeblo Saccharomycotina 
Razred Saccharomycetes 
Red Saccharomycetales 
Druţina Pichiaceae 
Rod Dekkera 
Vrsta D. bruxellensis 
 
 
Kvasovka je daljna sorodnica S. cerevisiae in je model za študije evolucije kvasovk 
(Schifferdecker in sod. 2014). Uspela se je prilagoditi zahtevnim okoljskim pogojem, na 
primer visoki koncentraciji etanola, nizki pH vrednosti okolja in malo vira dušika 
(Rozpedowska, 2011). Kvasovka preferira uporabo amonijevih ionov, vendar lahko 
uporablja tudi nitrate (Galafassi in sod., 2013). D. bruxellensis se lahko bolje prilagodi 
zahtevnim in omejujoĉim okoljskim razmeram in preţivi, kot druge divje kvasovke. D. 
bruxellensis najbolje raste med 19 °C in 35 °C, dobro raste med 37 °C in 42 °C, nad 45 °C 
kvasovka ne raste (Schifferdecker in sod. 2014). 
 
 
Slika 5: Dekkera bruxellensis Y879 (CBS 2499) v minimalnem gojišĉu (Schifferdecker in sod. 2014) 
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2.4.2 Schwanniomyces polymorphus 
Kvasovka Schwanniomyces polymorphus je nekonvencionalna kvasovka, o kateri je 
znanega zelo malo (Buzzini in sod., 2017). Klasifikacija kvasovke S. polymorphus je 
prikazana v preglednici 4 (Mycobank, 2018). Schwanniomyces spada v druţino 
Debaryomycetaceae, v katero spadajo tudi nekateri drugi rodovi kvasovk, prikazani na 
sliki 6 (Suzuki in Kurtzman, 2010). S. polymorphus lahko uspešno izkorišĉa nekatere vire 
ogljikovih hidratov, ki jih druge kvasovke ne morejo. Viri ogljikovih hidratov, ki jih 
kvasovka lahko izkorišĉa so: ksiloza, celobioza, arabinoza in galaktoza (Buzzini in sod., 
2017).  
 
Preglednica 4: Klasifikacija kvasvoke Scwhanniomyces polymorphus (Mycobank, 2018) 
 Klasifikacija Scwhanniomyces polymorphus 
Kraljestvo Fungi 
Deblo Ascomycota 
Poddeblo Saccharomycotina 
Razred Saccharomycetes 
Red Saccharomycetales 
Druţina Debaryomycetaceae 
Rod Scwhanniomyces 
Vrsta S. polymorphus 
 
 
Slika 6: Filogenetski odnosi znotraj druţine Debaryomycetaceae (zgoraj) in povezanost znotraj rodu 
Schwanniomyces (spodaj) (Suzuki in Kurtzman, 2010) 
  
15 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA DELA 
Na sliki 7 je predstavljena shema poteka raziskave. 
 
 
Slika 7: Shema poteka eksperimentalnega dela 
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3.2 MATERIALI 
3.2.1 Laboratorijski pribor 
V laboratoriju smo pri raziskovalnem delu uporabili laboratorijski pribor, ki je naštet 
spodaj: 
- avtoklavirni trak 
- avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson) 
- brizga (Braun Omnifix) 
- digitalne avtomatske pipete (Eppendorf) 
- filter papir 
- filter za HPLC (Macherey-Nagel) 
- glavniĉki za elektroforezo 
- kadiĉka za agarozni gel 
- kovinske ţliĉke in pincete 
- laboratorijska steklovina: ĉaše, erlenmajerice, merilni valji, steklenice, nuĉa za 
filtracijo, pilnilne pipete 
- magnet za magnetno mešalo 
- mikrocentrifugirke razliĉnih volumnov (Eppendorf) 
- mikrotitrske plošĉe 
- multikanalna pipeta (Eppendorf) 
- nastavki za pipete razliĉnih volumnov (Eppendorf, Gilson) 
- osebna varovalna oprema (oĉala, rokavice iz lateksa in nitrila (Kimtech), halja) 
- parafilm (Bemis) 
- pladnji 
- plastiĉne cepilne zanke (Golias) 
- plastiĉne falkonke 
- plastiĉne petrijevke 
- plastiĉne plošĉe za teste 
- plastiĉne posodice 
- plastiĉne vreĉke 
- plastiĉni pokrovi 
- ravnilo za razrez gela 
- spatula po Drigalskem (Golias) 
- sterilni zobotrebci 
- stojala za mikrocentrifugirke 
- viale za HPLC (SUPELCO) 
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3.2.2 Laboratorijska oprema 
V laboratoriju smo pri raziskovalnem delu uporabili laboratorijsko opremo, ki je našteta 
spodaj: 
- avtoklav (Sutjeska) 
- brezprašna komora (Iskra PIO) 
- centrifuga (Eppendorf, Tehtnica Centric 200, Tehntica Centric 322A) 
- digestorij 
- vodna kopel 
- naprava za PCR (Biorad – iCycler, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400) 
- naprava za elektroforezo (Biorad, Consort) 
- fotoaparat za fotografiranje agaroznih gelov (Canon) 
- sistem za dokumentiranje elektroforeznih gelov (Biorad) 
- hladilnik (Gorenje) 
- zamrzovalna skrinja (Bosch) 
- magnetno mešalo (IKA RCT basic) 
- inkubator (Kambiĉ) 
- mikrovalovna peĉica (Sanyo) 
- tehtnice 
- vrtinĉnik (Tehtnica Vibromix 10) 
- elektroforezne kadiĉke (Biorad) 
- stresalniki (INFORS HT Multitron Pro) 
3.2.3 Mikroorganizmi 
V raziskovalnem delu smo uporabili mikroorganizme, ki so prikazani v preglednicah 5-9. 
Uporabili smo razliĉne seve kvasovk rodu Dekkera, ki so bili po veĉini izolirani iz vina, 
piva ali jaboĉnega piva ter druge nekonvencionalne kvasovke, ki so bile izolirane iz 
oljĉnega olja, vinograda, trte, lubja ali listov hrasta iz razliĉnih lokacij. Uporabili pa smo 
tudi seve rodu Saccharomyces izolirane iz vina, razpadajoĉega listja ali lubja hrasta. 
Uporabljeni sevi so vkljuĉeni v zbirko industrijskih mikroorganizmov (ZIM), kjer so tudi 
trajno shranjeni pri -80 °C. Zbirka industrijskih mikroorganizmov se nahaja na Oddelku za 
ţivilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani (Biotehniška fakulteta, 2018). 
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Preglednica 5: Seznam sevov nekonvencionalnih kvasovk s podatki o izvoru (Biotehniška fakulteta, 2018) 
Vrsta številka ZIM Vir Lokacija 
Allodekera sacchari  ZIM 3504 tovarna sladkorja Tajska 
Brettanomyces custersianus 
ZIM 3642 
pivo 
Juţna Amerika 
ZIM 3662 Italija 
Dekkera anomala 
ZIM 2292 vino Bizeljsko, Slovenija 
ZIM 3513 
jabolĉno vino Slovenija, koroška 
ZIM 3530 
ZIM 3531 
ZIM 3534 
ZIM 3535 
ZIM 3536 
ZIM 3641 
pivo 
Belgija ZIM 3645 
ZIM 3648 
ZIM 3657 Juţna Amerika 
ZIM 1761 Velika britanija 
Dekkera bruxellensis 
ZIM 1764 
pivo 
Belgija 
ZIM 3636 
ZIM 3646 
ZIM 3647 
ZIM 3649 
ZIM 3650 
ZIM 3660 
ZIM 3661 
ZIM 3663 
ZIM 3644 Italija 
ZIM 3637 
Juţna Amerika 
ZIM 3640 
ZIM 3643 
ZIM 3651 
ZIM 3652  
ZIM 3654 
ZIM 3655 
ZIM 3656 
ZIM 3658 
ZIM 3659 
ZIM 3665 
ZIM 3666 
ZIM 3667  
ZIM 3653 
  
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5 
 
Vrsta številka ZIM Vir Lokacija 
Dekkera bruxellensis 
ZIM 3638 
pivo 
Juţna Amerika/Danska 
ZIM 3639 
ZIM 3664 Velika Britanija 
ZIM 1762   
ZIM 0701 
vino 
Slovenija 
ZIM 3497 
ZIM 2306 
ZIM 3494 
ZIM 3495 
ZIM 3498 
ZIM 3499 
ZIM 3501 
ZIM 3507 
ZIM 3508 
ZIM 3509 
ZIM 3510 
ZIM 3511 
ZIM 2481 
Francija 
ZIM 2508 
ZIM 2512 Ĉrna Gora 
ZIM 3537 
jabolĉno vino Slovenija, koroška 
ZIM 3538 
ZIM 3539 
ZIM 3540 
ZIM 3541 
ZIM 3542 
ZIM 3543 
ZIM 3544 
Dekkera intermedia ZIM 1763 pivo Mozambik 
Candida boidinii ZIM 2228 
oljĉno olje 
 Candida diddensiae ZIM 2277 
 Candida wickerhamii ZIM 2223 
 Kuraishia mediterane ZIM 2473 
 Nakazawaea molendini-olei ZIM 2320 
 Ogataea histrianica ZIM 2463 
 Ogataea kolombanensis ZIM 2470 
 Candida adriatica ZIM 2245 
 Saccharomyces cerevisiae ZIM 2611 
 Scheffersomyces sp.  ZIM 2471 
 Yamadazyma terventina ZIM 2515 
 Zygotorulaspora mrakii  ZIM 2574   
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Za namene raziskovanja smo dodali še dva tipska seva, ki sta prikazana v preglednici 6. 
Preglednica 6: Tipska seva (Biotehniška fakulteta, 2018) 
Vrsta Številka ZIM Vir Lokacija 
Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927 vino Slovenija 
Saccharomyces kudriavzevii ZIM 3630 razpadajoĉe listje Japonska 
 
Na podlagi vrednotenja rezultatov relativne hitrosti rasti kolonij smo izbrali seve, ki so 
prikazani v preglednici 7. Te seve smo ponovno testirali. 
Preglednica 7: Sevi izbrani na podlagi grupiranja podatkov iz analiz (Biotehniška fakulteta, 2018) 
Vrsta Številka ZIM Vir Lokacija 
Brettanomyces custersianus 
ZIM 3642 
pivo 
ZDA 
ZIM 3662 Italija 
Dekkera anomala 
ZIM 3513 
jabolĉno vino Slovenija, koroška 
ZIM 3530 
ZIM 3531 
ZIM 3534 
ZIM 3645 
pivo 
Belgija 
ZIM 3657 ZDA 
Dekkera bruxellensis 
ZIM 3542 Jabolĉno vino Slovenija, koroška 
ZIM 3636 
pivo 
Belgija 
ZIM 3646 
ZIM 3650 
ZIM 3647 
ZIM 3660 
ZIM 3638 
ZDA ZIM 3656 
ZIM 3659 
Dekkera intermedia ZIM 1763 pivo Mozambik 
Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927 vino Slovenija 
Candida wickerhamii ZIM 2223 
oljĉno olje 
 Candida adriatica ZIM 2245 
 Candida diddensiee ZIM 2277 
 Nekazawaea molendini-olei ZIM 2320 
 Ogataea kolombensis ZIM 2470 
 Kuraishie mediteranea ZIM 2473 
 Yamedezyme terventina ZIM 2515 
 Zygotorulespore mrakii ZIM 2574 
 Saccharomyces cerevisiae ZIM 2611 
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V nadaljnjem koraku smo se odloĉili, da za vnaprejšnje analize izberemo nove seve, ki so 
prikazani v preglednici 8. 
Preglednica 8: Seznam novih sevov za ugotavljanje relativne stopnje rasti kvasovk (Biotehniška fakulteta, 
2018) 
Vrsta ZIM številka Vir Lokacija 
Candida tenuis 
ZIM 2323 
oljĉno olje Slovenija, Istra 
ZIM 2324 
Kazachstania servazzii 
ZIM 3329 vinograd, trta, grozdje 
Brda, Carga 
ZIM 3343 vinograd, trta, lubje 
ZIM 3323 vinograd, hrast, tla Brje, Sveti Martin 
ZIM 2643 vinograd, trta, tla Mance, UNG 
Ogataea histrianica 
ZIM 2477 
oljĉno olje 
Slovenija, Istra 
ZIM 2482 
ZIM 2537 Slovenija, Kolomban 
Ogataea kolombanensis 
ZIM 2322 
oljĉno olje 
Slovenija, Istra 
ZIM 2470 
ZIM 2533 Slovenija, Kolomban 
Pichia kudriavzevii 
ZIM 2502 sadni koncentrat Slovenija 
ZIM 2503 sirup maline Srbija 
ZIM 3106 vinograd, hrast, tla Mance, UNG 
Saccharomyces cerevisiae 
ZIM 3133 vinograd 
Planina, Guerila 
ZIM 3225 vinograd, trta, lubje 
ZIM 3269 vinograd, trta, steblo 
Brje, Sveti Martin 
ZIM 3280 vinograd, trta, grozdje 
ZIM 3397 hrast, list 
Lijak 
ZIM 3409 hrast, tla 
ZIM 3418 hrast, lubje 
ZIM 3422 hrast, tla 
Saccharomyces paradoxus 
ZIM 3344 
vinograd, hrast, tla Brda, Carga 
ZIM 3347 
ZIM 3425 vinograd, hrast, tla Mance, UNG 
ZIM 2635 hrast, lubje Lijak 
Schwanniomyces polymorphus ZIM 2980 vinograd, hrast, tla Podraga, Sutor 
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V preglednici 9 so prikazani sevi, katere smo uporabljali za ugotavljanje specifiĉne hitrosti 
rasti kvasovk in stopnjo izrabe sladkorjev v lignoceluloznem substratu. Izbrali smo pet 
analiziranih sevov, dodali pa smo še dva, in sicer Saccharomyces cerevisiae »Ethanol Red« 
in Saccharomyces paradoxus. 
Preglednica 9: Izbranih pet sevov za konĉne analize in dva dodatna seva (Biotehniška fakulteta, 2018) 
Vrsta ZIM številka Vir Lokacija 
Pichia kudriavzevii ZIM 3106 vinograd, hrast, tla Mance, UNG 
Saccharomyces cerevisiae 
ZIM 2611 oljĉno olje 
 ZIM 3133 vinograd Planina, Guerila 
ZIM 3418 lubje hrasta Lijak, Slovenija 
Saccharomyces paradoxus ZIM 3434 lubje hrasta Lijak, Slovenija 
Schwanniomyces polymorphus ZIM 2980 vinograd, hrast, tla Podraga, Sutor 
Saccharomyces cerevisiae »Ethanol Red« EXF 5822 
  
3.2.4 Mikrobiološka gojišča 
3.2.4.1 Gojenje kvasovk 
Pri raziskovalnem delu smo za gojenje kvasovk uporabili trdna in tekoĉa gojišĉa YPD. 
 
Sestava trdnega gojišĉa za gojenje kvasovk (1000 mL): 
- Gojišĉe YPD, ki vsebuje pepton, kvasni ekstrakt in glukozo (Sigma): 50,0 g 
- Bakteriološki agar (BioLife): 20,0 g 
 
Gojišĉa YPD smo pripravili tako, da smo v steklenico natehtali ustrezne koliĉine YPD 
Broth in za trdno gojišĉe agar, nato smo dodali vodo. Steklenice smo dali na magnetno 
mešalo, kjer so se komponente stopile. Sledila je sterilizacija gojišĉ v avtoklavu pri tlaku 
1,2 bar, temperaturi 121 °C, 15 minut. Po avtoklaviranju smo gojišĉa ohladili v vodni 
kopeli na 50 °C in jih razlili v sterilne plastiĉne petrijevke in pustili, da so se gojišĉa strdila 
in da je izhlapela odveĉna vlaga. 
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3.2.4.2 Fenotipsko testiranje kvasovk na trdnih gojišĉih 
Pri raziskovalnem delu smo za fenotipizacijske teste uporabili gojišĉa z razliĉno sestavo. 
Sestave posameznih gojišĉ so prikazane v preglednicah 10 in 11. 
 
Osnovna trdna gojišĉa 
 
Preglednica 10: Sestava osnovnih gojišĉ, uporabljenih v raziskovalnem delu 
Gojišĉe 
volumen 
gojišĉa 
[mL] 
YPD 
Broth 
[g] 
10 x 
YNB 
[mL] 
bakteriološki 
agar [g] 
40 % 
ksiloza 
[mL] 
10 % 
maltoza 
[mL] 
ocetna 
kislina 
[µL] 
glukoza 
[g] 
destilirana 
voda [mL] 
YPD 1000 50 / 20 / / / / 1000 
YNB + 2 % 
ksiloza 
1000 / 100 20 50 / / / 850 
YNB + 4 % 
ksiloza 
1000 / 100 20 100 / / / 800 
YNB + 20 
% ksiloza 
1000 / 100 20 400 / / / 500 
YNB + 4 % 
maltoza 
1000 / 100 20 / 700 / / 200 
YNB + 10 
mM ocetna 
kislina + 2 
% glukoza 
1000 / 100 20 / / 533 20 900 
 
 
Gojišĉe YNB (angl. yeast nitrogene base) je kemijsko definirano gojišĉe, ki je vir dušika in 
ne vsebuje aminokislin. Gojišĉu YNB smo dodali razliĉne vire ogljikovih hidratov.  
Pripravili smo ga tako, da smo v steklenico zatehtali ustrezno koliĉino agarja, dodali 
vnaprej doloĉen volumen vode, vse skupaj premešali na magnetnem mešalu in 
avtoklavirali v avtoklavu pri tlaku 1,2 bar, temperaturi 121 °C, 15 minut. Po avtoklaviranju 
smo gojišĉa ohladili v vodni kopeli na 50 °C, nato pa smo jim dodali ustrezne ogljikove 
hidrate (2 % ksiloza, 4 % ksiloza, 20 % ksiloza, 4% maltoza). Gojišĉa smo nato razlili v 
sterilne plastiĉne petrijevke in pustili, da so se gojišĉa strdila in da je izhlapela odveĉna 
vlaga. V gojišĉe YNB z 10 mM z ocetno kislino smo le-to dodali po avtoklaviranju 
osnovnega gojišĉa 
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Gojišĉa YNB z lignoceluloznim hidrolizatom z ali brez glukoze 
 
Preglednica 11: Sestava gojišĉ YNB, gojišĉ z lignoceluloznim hidrolizatom z ali brez glukoze, uporabljenih v 
raziskovalnem delu, volumen gojišĉa je 1000 mL 
Gojišĉe 
volumen 
gojišĉa 
[mL] 
YPD 
Broth 
[g] 
10×
YNB 
[mL] 
bakteriološki 
agar [g] 
40 % 
ksiloza 
[mL] 
ocetna 
kislina 
[µL] 
glukoza 
[g] 
hidrolizat 
[mL] 
destilirana 
voda [mL] 
YNB + 2 % 
glukoza 
1000 / 100 20 / / 20 / 900 
YNB + 
lignocelulozni 
hidrolizat, 
glukoza 
1000 / 100 20 / / 20 900 / 
YNB + 
lignocelulozni 
hidrolizat 
1000 / 100 20 / / / 900 / 
 
 
Gojišĉe z lignoceluloznim hidrolizatom smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno 
koliĉino agarja in dodali vnaprej doloĉen volumen lignoceluloznega hidrolizata (160 
°C/180 °C/210 °C), katerega pH po predobdelavi s kislino je bil 3, nato pa so ga korigirali 
na pH 5 z Ca(OH)2. Na magnetnem mešalu smo vse skupaj premešali in nato avtoklavirali 
pri tlaku 1,2 bar, temperaturi 121 °C in ĉasu 15 minut. Po avtoklaviranju smo gojišĉe 
ohladili v vodni kopeli na 50 °C in ga nato razlili v sterilne plastiĉne petrijevke. Pustili 
smo, da so se gojišĉa strdila in da je iz njih izhlapela odveĉna vlaga. 
 
Gojišĉe 10x YNB smo pripravili tako, da smo zatehtali 6,7 g YNB v 100 ml destilirane 
vode, vse skupaj raztopili na magnetnem mešalu in nato prefiltrirali skozi 0,22 µm filter. 
 
Lignocelulozni hidrolizat smo pridobili v sodelovanju s Prehrambeno biotehnološko 
fakulteto v Zagrebu, kjer so nam po postopku, ki so ga razvili sami pripravili 
lignocelulozni hidrolizat, ki je bil pridobljen iz pšeniĉne slame. Sestava lignoceluloznega 
hidrolizata je prikazana v prilogi A. 
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3.2.4.3 Ugotavljanje specifiĉne hitrosti rasti kvasovk v tekoĉem gojišĉu z 
lignoceluloznim substratom kot virom ogljika 
Gojišĉa za testiranje hitrosti rasti in izrabe lignoceluloznega substrata 
 
Preglednica 12: sestava tekoĉih gojišĉ za konĉno analizo in sestava trdnega YPD gojišĉa 
Gojišĉe 
volumen 
gojišĉa 
[mL] 
YPD 
Broth 
[g] 
lignocelulozni 
hidrolizat 
[mL] 
agar 
[g] 
kvasni 
ekstrakt 
[g]  
DAP 
[g] 
DAS 
[g] 
destilirana 
voda [mL] 
YPD tekoĉi 1000 50 / / / / / 1000 
lignocelulozni 
hidrolizat, 
kvasni 
ekstrakt, 
DAP+DAS 
1000 / 1000 / 5 1 1 / 
kvasni 
ekstrakt, 
DAP+DAS 
1000 /  / / 5 1 1 1000 
YPD agar 1000 50 / 15 / / / 1000 
 
Tekoĉa gojišĉa za konĉno analizo smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezne koliĉine 
komponent, dodali lignocelulozni hidrolizat oziroma destilirano vodo in nato smo 
steklenice dali na magnetno mešalo. Sledila je sterilizacija gojišĉa v avtoklavu pri tlaku 1,2 
bar, temperaturi 121 °C, 15 minut. Po avtoklaviranju smo gojišĉa ohladili v vodni kopeli in 
shranili v hladilnik na 8 °C. Sestava gojišĉ je predstavljena v preglednici 12. 
3.2.5 Pufri in raztopine 
Fiziološka raztopina  
Za pripravo 1 L fizološke raztopine smo natehtali 9 g NaCl in dodali 1000 ml destilirane 
vode. Po sterilizaciji smo fiziološko raztopino shranili v hladilnik. 
 
1x TAE pufer  
26 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
3.2.6 Reagenti  
3.2.6.1 Reagenti za izolacijo DNA 
Za izolacijo kvasne DNA smo uporabili MasterPure Yeast DNA Purification Kit 
(Epicentre).  
Sestava kita: 
- raztopina za lizo kvasnih celic,  
- reagent za precipitacijo proteinov MPC,  
- RNaza A (5μg/μL),  
- izopropanol (Merck),  
- 70 % etanol,  
- TE pufer.  
3.2.6.2 Reagenti za reakcijo PCR (veriţna reakcija s polimerazo) z (GTG)5x in 60 % GC 
Mešanica za reakcijo PCR 
Za reakcijo PCR potrebujemo mešanico za reakcijo PCR, ki je pripravljena iz pufra PCR, 
MgCl2, mešanice dNTP, zaĉetnih oligonukleotidov in polimeraze DNA, ki smo jo dodali 
tik pred uporabo (Preglednica 13). 
 
Preglednica 13: Sestava mešanice PCR 
Reagent zaĉetna koncentracija volumen za 1 vzorec (μL) 
pufer PCR (Promega, ZDA) 5 × 2 
MgCl2 (Promega, ZDA) 25 mM 0,8 
dNTP (Sigma, ZDA) 2,5 mM 0,8 
zaĉetna oligonukleotida (GTG)5/60 % GC) 
(Sigma Aldrich) 
10 mM 0,5 
polimeraza Taq (Promega) 5 U/ul 0,1 
bidestilirana voda   4,3 
DNA   1 
 
 
Zaĉetni oligonukleotidi 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili zaĉetne oligonukleotide, in sicer (GTG)5 in nakljuĉni 
oligonukleotidni zaĉetnik 60 % GC, ki je bil kupljen enkrat. Zaĉetne oligonukleotide smo po 
navodilih proizvajalca rehidrirali z vodo PCR (Sigma Aldrich) in premešali na vrtinĉniku. Za 
uporabo v reakciji PCR smo rehidrirane zaĉetne oligonukleotide redĉili z vodo PCR v razmerju 
5:100 ali 2:100. 
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3.2.6.3 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo 
Za agarozno gelsko elektroforezo smo potrebovali gel, ki smo ga naredili iz 2,5 % 
raztopine agaroze (Sigma) in 1× pufra TAE ter barvila SYBR Safe DNA (Invitrogen). 
Potrebovali smo še standard Gene Ruler Mix (Thermo Scientific). 
3.2.6.4 Reagenti za analizo HPLC 
Za analizo HPLC smo potrebovali redĉitve standardne raztopine D-glukoze, ksiloze, 
arabinoze, glicerola in etanola. 
3.3 METODE 
Naše raziskovalno delo je potekalo v veĉ delih. Prvi del je zajemal genetsko tipizacijo 
kvasovk rodu Dekkera, kjer smo izbrali seve kvasovk iz zbirke ZIM, izvedli izolacijo 
DNA, analizo PCR in agarozno gelsko elektroforezo. Drugi del je zajemal presejalne, 
fenotipske teste kvasovk, z namenom izbrati ustrezne seve kvasovk za nadaljnjo analizo. 
Tretji del raziskovalnega dela je zajemal ugotavljanje specifiĉne hitrosti rasti. Zadnji del 
naloge pa je zajemal analizo HPLC, kjer smo izmerili koliko sladkorjev, ki so jih kvasovke 
imele na voljo v lignoceluloznem hidrolizatu so izrabile pri svoji rasti. 
3.3.1 Genetska tipizacija sevov kvasovk rodu Dekkera 
3.3.1.1 Nabor sevov 
V prvem delu raziskovalnega seva smo izbrali ustrezno število sevov, ki smo jih z 
nadaljnjim delom analizirali. Seve smo izbrali iz zbirke industrijskih mikroorganizmov 
(ZIM). Imeli smo 82 sevov. Sevom smo izolirali DNA, izvedli reakcijo PCR in nato še 
agarozno gelsko elektroforezo. Na koncu smo rezultate prenesli na raĉunalnik in izdelali 
dendogram. 
3.3.1.2 Izolacija kvasne DNA 
Izolacijo DNA kvasovk smo izvedli po protokolu MasterPureTM Yeast DNA Purification 
Kit (Epicentre). Vzeli smo 50 µL biomase in dodali 150 µL Yeast Cell Lysis Solution in 
0,1 µL RNaze  A (5 µg/µL). Mešanico smo resuspendirali na vrtinĉniku in inkubirali v 
vodni kopeli na 65 °C, 15 minut. Nato smo mešanico za 5 minut postavili na led. Dodali 
smo 75 µL MPC Protein Percipitation Reagent-a in dali na vrtinĉnik za 10 sekund. Nato 
smo centrifugirali na 3000 obratih na minuto, 10 minut. Supernatant smo prenesli v sveţo 
mikrocentrifugirko in dodali 300 µL izopropanola. Premešali smo z obraĉanjem. Nato smo 
zopet centrifugirali na 3000 obratih na minuto, 10 minut. Po centrifugiranju smo 
supernatant zavrgli, pelet pa smo sprali z 500 µL 70 % etanola in ga tudi odstranili. 
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Poĉakali smo, da je etanol izhlapel na zraku. Na koncu smo DNA resuspendirali v 50 µL 
pufra TE. 
3.3.1.3 Reakcija RAPD-PCR z (GTG)5 in 60 % GC 
Za reakcijo PCR smo potrebovali mešanico PCR in DNA. Mešanica PCR je bila 
sestavljena iz pufra PCR, MgCl2, dNTP-jev, zaĉetnega oligonukleotida (mikrosatelit 
(GTG)5x ali nakljuĉni zaĉetni oligonukleotid 60 % GC), vode PCR in polimeraze Taq, ki 
smo jo dodali na koncu. V plošĉe smo zmešali ustrezno koliĉino PCR mešanice in dodali 
DNA. Plošĉe smo nato vstavili v napravo za PCR (Bio Rad) in nastavili ustrezen protokol 
za pomnoţitev, ki je prikazan v preglednici 14. 
Preglednica 14: Protokol za analizo PCR z (GTG)5 in 60 % GC 
Zaĉetni 
oligo-
nukleotidi Pogoji 
Zaĉetna 
denaturacija Denaturacija Prileganje Podaljševanje 
Konĉno 
podaljševanje Ohlajanje 
(GTG)5 
Temp. 95 °C 95 °C 52 °C 72 °C 72 °C 4 °C 
Ĉas  5 min 30 s 30 s 1 min 7 min   
Število 
ciklov 
1x 35x 1x 1x 
60 % GC 
Temp. 95 °C 95 °C 48 °C 72 °C 72 °C 4 °C 
Ĉas 5 min 30 s 45 s 45 s 7 min   
Število 
ciklov 
1x 35x 1x 1x 
3.3.1.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Po konĉani reakciji PCR smo izvedli agarozno gelsko elektroforezo. Najprej smo naredili 
agarozni gel, kjer smo zatehtali ustrezno koliĉino agaroze in dodali pufer TAE. Mešanico 
smo zavreli v mikrovalovni peĉici in nato dali v vodno kopel, da se je malo ohladila. Nato 
smo mešanici dodali barvilo SYBR Safe, premešali in mešanico vlili v kadiĉko. Poĉakali 
smo, da se je gel strdil, nato pa smo iz gela odstranili glavniĉke. V ţepke smo nato nanesli 
vzorce s pomnoţki PCR. V vsak prvi in zadnji ţepek pa smo nanesli standard, in sicer 
Gene Ruler mix. Nastavili smo pogoje elektroforeze: napetost – 140 V, tok – 400 A in ĉas 
1,3 h. Nato smo zagnali napravo za elektroforezo. Po konĉani elektroforezi smo s 
sistemom za dokumentiranje elektroforeznih gelov (Biorad) ustrezno obrezali in uredili za 
nadaljnje analize. 
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3.3.1.5 Izdelava dendograma 
Rezultate, ki smo jih pridobili z reakcijo PCR in agarozno gelsko elektroforezo smo nato 
obdelali z raĉunalniškim programom BioNumerics. S pomoĉjo programa smo nato izdelali 
dendogram, kjer za ovrednotenje verjetnosti medsevnih odnosov nismo uporabili statistike, 
za izris dendograma pa smo uporabili Pearsonov koeficient. 
3.3.2 Fenotipsko testiranje kvasovk na trdnih gojiščih 
3.3.2.1 Kapljiĉni test relativne stopnje rasti kvasovk na razliĉnih virih ogljika in pod 
razliĉnimi pogoji 
Izbrane seve kvasovk smo testirali s presejalnimi testi, ki so pokazali, ali doloĉen sev 
uspešno raste na gojišĉih z razliĉno sestavo in koncentracijo ogljikovih 
hidratov/lignoceluloznega hidrolizata. Seve smo izbrali iz zbirke ZIM in jih prestavili v 
tekoĉe gojišĉe YPD, da smo dosegli enako koncentracijo vseh sevov. Za teste smo izbrali 
veĉje plastiĉne posode, naredili pa smo si tudi šablono, ki je prikazana v prilogi B, ki nam 
je bila v pomoĉ, da so bili sevi enakomerno oddaljeni med sabo. Naredili smo ustrezna 
gojišĉa in jih vlili v plošĉe, poĉakali, da se strdijo in nato smo na gojišĉa nanesli 10 µL 
ustreznega mirkoorganizma po vnaprej doloĉenem vrstnem redu, da smo lahko zagotovili 
sledljivost (priloga C). Delali smo v treh ponovitvah. Plošĉe smo inkubirali 3 dni na 
razliĉnih gojišĉih in pri razliĉnih temperaturah, in sicer 8 °C, 28 °C in 37 °C. Po treh dneh 
smo vsako plošĉo posebej slikali in denzitometriĉno ugotovili volumen kolonij s 
programom QuantityOne. Doloĉili smo gostoto ozadja (gojišĉa), volumen kolonije oz. 
intenziteto pikslov na površini kolonije, ki je bila najboljša v rasti in volumen kolonije, ki 
je bila najslabša v rasti. Podatke smo pretvorili v relativne številke in dobili relativno 
stopnjo rasti sevov. Po konĉanih testih smo doloĉili kriterije vrednotenja rezultatov in 
okvirno postavili mejo sprejemljivosti rezultatov v zgornji kvartil relativne rasti kolonij. 
 
V nadaljnih analizah smo imeli trdna gojišĉa z razliĉnimi sestavami, in sicer gojišĉe s 4 % 
ksilozo kot edinim virom ogljika, gojišĉe z 10 mM ocetno kislino kot inhibitorjem rasti in 
gojišĉe z lignoceluloznim substratom kot edinim virom ogljika, tretiranim pri 210 °C/180 
°C/160 °C. Sevom smo na enak naĉin kot prej ugotovili relativno stopnjo rasti. 
3.3.3 Ugotavljanje specifične hitrosti rasti kvasovk v tekočem gojišču z 
lignoceluloznim substratom kot virom ogljika 
Na podlagi rezultatov in podatkov, ki smo jih pridobili s testi, smo izbrali 5 najboljših 
sevov, dodali smo še dva in nato vseh sedem sevov analizirali naprej v tekoĉih gojišĉih. 
Pripravili smo razliĉna tekoĉa gojišĉa, in sicer gojišĉe YPD, gojišĉe, ki je vsebovalo 
lignocelulozni hidrolizat 210 °C, kvasni ekstrakt (5 g/L), DAP (1 g/L) in DAS (1 g/L) in 
gojišĉe, ki je vsebovalo kvasni ekstrakt (5 g/L), DAP (1 g/L) in DAS (1 g/L). V 200 mL 
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gojišĉa smo nacepili mikroorganizme v treh ponovitvah. Analizirali smo tudi sama gojišĉa, 
brez dodanih mikroorganizmov. Mikroorganizme smo gojili en dan na stresalniku pri 
pogojih: 220 rpm, 28 °C, 24 h. Ugotovili smo koncentracijo mikroorganizmov na zaĉetku 
in ob koncu kultivacije tako, da smo nacepili na plošĉe v treh ponovitvah in treh razliĉnih 
razredĉitvah (-3), (-4) in (-5) na dan 0 in (-4), (-5) in (-6) po 24 urah.  
3.3.4 Ugotavljanje koncentracije sladkorjev, etanola in glicerola s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti (analiza HPLC) 
Analizo HPLC smo uporabili za analizo lignoceluloznih hidrolizatov po 24 urni kultivaciji 
sevov. Lignocelulozne hidrolizate po kultivaciji smo centrifugirali pri 3000 obratih na 
minuto, 10 minut. Supernatant smo 2× redĉili z destilirano vodo in filtrirali skozi 0,22 μL 
filter v vijalo. Komponente vzorca so se v 25 minutnem programu na koloni Aminex HPX 
– 87H (360 mmx 7,8 mm; BioRad) loĉile na osnovi velikosti in naboja molekul. Z 
refraktometriĉnim detektorjem (RI ang. refractive index detector) smo detektirali glukozo, 
ksilozo in arabinozo, ter etanol in glicerol na osnovi razlik med lomnimi koliĉniki mobilne 
faze (5 mM raztopina H2SO4, hitrost pretoka mobilne faze 0,6 ml/min) in raztopine vzorca. 
 
Po konĉani analizi smo glede na retenzijski ĉas zadrţevanja komponente na koloni 
identificirali iskano komponento v vzorcu. Prav tako smo za ugotavljanje koncentracije 
potrebovali podatek o površini posameznega vrha, ki smo ga ugotovili z integracijo 
kromatografskih vrhov na bazni liniji. S pomoĉjo umeritvene krivulje standardnih raztopin 
z znanimi koncentracijami in znano površino smo ugotovili koncentracijo iskane 
komponente v posameznem vzorcu pri znani površini (priloga D).  
3.3.5 Stopnja izrabe sladkorjev lignoceluloznih hidrolizatov 
Na podlagi podatkov, ki smo jih pridobili z analizo HPLC, smo izraĉunali stopnjo porabe 
glukoze, ksiloze in arabinoze za vsak analiziran sev. 
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4 REZULTATI 
4.1 GENETSKA RAZNOLIKOST KVASOVK RODOV Dekkera IN Brettanomyces 
V raziskavi smo ugotavljali genetsko raznovrstnost razliĉnih vrst kvasovk rodu Dekkera, 
Allodekkera in Brettanomyces izoliranih iz razliĉnih habitatov (vino, pivo, jabolĉno vino). 
Fenotipizacija kvasovk ima velik potencial, da najdemo nove, boljše seve za proizvodnjo 
bioetanola. Pripomore, da najdemo nove, multitolerantne seve, ki bi bili zelo uĉinkoviti v 
proizvodnji bioetanola ali kot dobri kandidati za nadaljnje izboljšave z genetskim 
inţeniringom  (Mukherjee in sod, 2014). Iz zbrike ZIM smo izbrali 68 sevov kvasovk rodu 
Dekkera, ki so bili izolirani iz razliĉnih koncev sveta (Slovenija, Belgija, ZDA, Tajska, 
Italija, Velika Britanija, Danska, Francija, Ĉrna Gora, Mozambik), in sicer A. sacchari , B. 
custersianus, D. anomala, D. bruxellensis in D. intermedia. Sevom smo izolirali kvasno 
DNA, izvedli PCR reakcijo z zaĉetnima oligonukleotidoma (GTG)5x in 60 % GC, nato pa 
smo izvedli agarozno gelsko elektroforezo. Zaĉetne oligonukleotide smo uporabili za 
zdruţevanje genetsko podobnih kvasovk v skupine. Uporabili smo naslednje zaĉetne 
oligonukleotide: (GTG)5, (ATG)5, (GACA)4, 60 % GC in 50 % GC. Ugotovili smo, da 
najboljše rezultate dobimo pri uporabi (GTG)5 in 60 % GC. Mikrosatelit (GTG)5 se 
uporablja za identifikacijo in analizo genetske raznolikosti kvasovk (Ramirez-Castrillo in 
sod 2014). (GTG)5 se veţe na ponavljajoĉa mikrosatelitska zaporedja razstresena znotraj 
genoma. Enako velja za zaĉetne oligonukleotide nakljuĉne sestave (npr. 60% GC). 
Omogoĉata pomnoţevanje fragmentov, ki so razliĉnih velikosti (Versalovic in sod., 1994). 
Z nakljuĉnim zaĉetnim oligonukleotidom lahko identificiramo polimorfizme med tesno 
povezanimi sevi. Za nihovo konstrukcijo ne potrebujemo podatkov o nukleotidnem 
zaporedju genoma (Woodward in sod., 1992). 
 
Pri ostalih zaĉetnih oligonukleoidih, z izjemo (GTG)5x in 60% GC, nismo dobili lepih 
pomnoţkov po PCR reakciji, kar pomeni, da niso primerni za uporabo pri kvasovkah rodu 
Dekkera. Genetsko raznolikost kvasovk smo ugotavljali zato, da bi zdruţili genetsko 
sorodne seve in v nadaljevanju uporabili le genetsko raznolike predstavnike skupin 
ugotovljene z analizo podobnosti RAPD-PCR profilov, ki smo jih analizirali z 
raĉunalniškim programom za izdelavo dendrograma (Slika 8) Iz dendograma je razvidna 
velika genetska raznolikost med kvasovkami rodu Dekkera.  
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Slika 8: Dendogram genetske sorodnosti sevov kvasovk rodu Dekkera,  Brettanomyces in Allodekkera izrisan 
na podlagi tipizacijske metode RAPD-PCR z mikrosatelitskim zaĉetnikom (GTG)5x in nakljuĉnim zaĉetnim 
oligonukleotidnim zaĉetnikom 60% GC in prikazom pripadajoĉih oznak sevov, predhodno identificirane 
vrste in izvora sevov. 
 
Legenda: Rdeĉa = sevi, izolirani iz piva, zelena = sevi, izolirani iz vina, vijoliĉna = sevi, izolirani iz 
jabolĉnega vina.          Oznaĉuje seve, ki so bili izbrani za fenotipske teste. 
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4.2 KAPLJIĈNI TEST RELATIVNE STOPNJE RASTI KVASOVK NA RAZLIĈNIH 
VIRIH OGLJIKA IN POD RAZLIĈNIMI POGOJI 
S kapljiĉnim testom smo ugotavljali sposobnost rasti nekonvencionalnih kvasovk. Testirali 
smo 68 sevov kvasovk rodu Dekkera, dodali smo 12 sevov, izoliranih iz oljĉnega olja, ki 
so pripadali rodovom Candida, Kuraishia, Nakazawaea, Ogataea, Saccharomyces, 
Scheffersomyces, Yamadazyma, Zygotorulaspora. Kot kontrolna seva smo izbrali dva 
tipska seva, in sicer S. cerevisiae in S. kudriavzevii. 
 
Seve kvasovk smo namnoţili v tekoĉem gojišĉu YPD, da smo dosegli enako koncentracijo 
vseh sevov, nato pa smo jih s pomoĉjo vnaprej narejene šablone nacepili na veĉje 
kvadratne plastiĉne plošĉe na razliĉna gojišĉa, ki so bila predstavljena v poglavju številka 3 
– materiali in metode. Plošĉe smo inkubirali 3 dni pri razliĉnih temperaturah, in sicer 8 °C, 
pri kateri kvasovke ne rastejo, 28 °C, ki je najbolj optimalna temperatura za rast kvasovk 
(Ho in Powel, 2014) in 37 °C. V industriji je zaţeljeno, da kvasovke lahko rastejo pri višjih 
temperaturah (Costa in sod., 2015), ki so doseţene pri fermentacijah sladkorjev, ki so 
eksotermni procesi (Kumar in sod., 2013). Po treh dneh smo vsako plošĉo posebej slikali 
in raĉunalniško izmerili rast posamezne kolonije. Denzitometriĉno smo ugotovili volumen 
kolonij s programom QuantityOne. Doloĉili smo gostoto ozadja (gojišĉa), volumen 
kolonije oz. intenziteto pikslov na površini kolonije, ki je bila najboljša v rasti in volumen 
kolonije, ki je bila najslabša v rasti, nato smo s programom doloĉili volumen ostalih 
kolonij. Podatke smo pretvorili v relativne številke. Koloniji, ki je imela najveĉji 
denzitometriĉno izmerjen volumen, smo doloĉili številko 1, nato smo ostale kolonije 
preraĉunali glede na najbolje rastoĉo kolonijo in izraĉunali relativno rast kolonij.  
 
Doloĉili smo kriterije vrednotenja rezultatov relativne hitrosti rasti kolonij (Preglednica 
15). Mejo spejemljivosti smo okvirno postavili v zgorji kvartil relativne sposobnosti rasti 
vseh sevov. Rezultate relativne hitrosti rasti na razliĉnih virih ogljika in pod razliĉnimi 
pogoji 82 sevov smo prikazali v preglednici 15. Izvzeti so podatki rasti sevov na gojšĉu 
YPD pri 8 °C in na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z 20 % ksilozo kot edinim virom 
ogljika, saj sevi na teh gojišĉih niso rastli. Podatke smo ovrednotili za vsako gojišĉe 
posebej. Z zeleno je oznaĉena sprejemljiva stopnja rasti, z rdeĉo pa nesprjemljiva. Na 
podlagi seštevka sprejemljivih testov smo seve z vsaj štirimi sprejemljivimi rezultati 
vkljuĉili v nadaljne delo. Seve  smo oznaĉili z rumeno barvo. Izbrali smo 28 sevov.  
 
Preglednica 15: Kriteriji vrednotenja rezultatov relativne hitrosti rasti kolonij. 
    
YNB/28 °C 
 
8 °C YPD 
26 °C 
YPD 
37 °C 
YPD 
2% 
ksiloza 
4% 
ksiloza 
20% 
ksiloza 
2% 
maltoza 
10 mM 
ocetna 
1 niso rastli > 0,70 > 0,95 > 0,60 > 0,6 niso rastli > 0,94 > 0,90 
2 niso rastli < 0,70 < 0,95 < 0,60 < 0,6 niso rastli < 0,94 < 0,90 
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Preglednica 16: Povpreĉje rezultatov relativne stopnje rasti kolonij treh ponovitev (x ), pri razliĉnih pogojih,  
pridobljeni po kriteriju vrednotenja relativne hitrosti rasti kolonij in pripadajoĉ standardni odklon (σ)  
 
se nadaljuje 
 
 
Relativna rast kolonij v gojišĉu YPD Relativna rast kolonij v kemijsko definiranem gojišĉu (YNB) pri 28 °C   
Sev 
x  
(28 °C) 
σ 
x  
(37 °C) 
σ 
x  
(2% 
ksiloza) 
σ 
x  
(4% 
ksiloza) 
σ 
x  
(2% 
maltoza) 
σ 
x  
(10 mM 
ocetna 
kislina) 
σ 
Št. 
zelenih 
celic 
A. sacchari 
ZIM 3504 
0,75 0,01 0,97 0,04 0,45 0,01 0,56 0,03 0,93 0,04 0,88 0,07 2 
B.custersianus 
ZIM 3642 
0,72 0,11 0,97 0,04 0,57 0,09 0,70 0,01 0,97 0,01 0,87 0,07 4 
B. custersianus 
ZIM 3662 
0,71 0,10 0,65 0,01 0,74 0,11 0,86 0,05 0,95 0,00 0,88 0,07 4 
D. anomala  
ZIM 2292 
0,70 0,12 1,00 0,06 0,42 0,07 0,50 0,01 0,96 0,00 0,92 0,01 3 
D. anomala 
 ZIM 3513 
0,63 0,12 0,96 0,07 0,61 0,11 0,68 0,02 0,95 0,02 0,86 0,09 4 
D. anomala  
ZIM 3530 
0,53 0,10 0,97 0,06 0,69 0,20 0,71 0,01 0,95 0,02 0,88 0,03 4 
D. anomala  
ZIM 3531 
0,76 0,04 0,97 0,07 0,54 0,07 0,71 0,14 0,94 0,04 0,91 0,01 4 
D. anomala  
ZIM 3534 
0,80 0,02 0,99 0,01 0,70 0,12 0,70 0,02 0,95 0,02 0,91 0,06 6 
D. anomala  
ZIM 3535 
0,62 0,10 0,96 0,04 0,38 0,19 0,44 0,05 0,95 0,02 0,90 0,01 2 
D. anomala 
 ZIM 3536 
0,71 0,03 0,97 0,04 0,35 0,11 0,50 0,03 0,95 0,02 0,87 0,00 3 
D. anomala  
ZIM 3641 
0,63 0,02 0,98 0,03 0,23 0,02 0,24 0,04 0,97 0,02 0,92 0,01 3 
D. anomala 
 ZIM 3645 
0,67 0,07 0,98 0,03 0,46 0,06 0,72 0,06 0,97 0,01 0,92 0,01 4 
D.anomala  
ZIM 3648 
0,75 0,13 0,75 0,03 0,43 0,01 0,41 0,03 0,95 0,02 0,86 0,01 2 
D. anomala  
ZIM 3657 
0,78 0,11 0,99 0,02 0,60 0,11 0,69 0,03 0,97 0,01 0,88 0,02 4 
D. anomala  
ZIM 1761 
0,74 0,01 0,99 0,01 0,49 0,04 0,46 0,04 0,93 0,02 0,90 0,01 2 
D. bruxellensis 
ZIM 1764 
0,78 0,08 0,96 0,05 0,44 0,06 0,52 0,01 0,96 0,02 0,88 0,11 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3636 
0,73 0,01 0,99 0,07 0,60 0,05 0,72 0,10 0,99 0,02 0,89 0,03 4 
D. bruxellensis 
ZIM 3646 
0,76 0,05 0,95 0,07 0,62 0,18 0,61 0,00 0,95 0,02 0,92 0,01 5 
D.. bruxellensis 
ZIM 3647 
0,76 0,06 0,85 0,21 0,84 0,17 0,76 0,13 0,96 0,01 0,87 0,02 4 
D. bruxellensis 
ZIM 3649 
0,55 0,03 0,18 0,04 0,20 0,07 0,20 0,00 0,93 0,07 0,85 0,02 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3650 
0,78 0,12 0,97 0,04 0,64 0,10 0,78 0,08 0,97 0,00 0,84 0,00 5 
D. bruxellensis 
ZIM 3660 
0,83 0,09 0,96 0,04 0,83 0,05 0,96 0,02 0,97 0,01 0,91 0,02 6 
D. bruxellensis 
ZIM 3661 
0,69 0,14 0,97 0,03 0,44 0,07 0,51 0,01 0,95 0,02 0,92 0,01 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3663 
0,83 0,13 0,98 0,03 0,42 0,09 0,44 0,02 0,97 0,00 0,90 0,04 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3644 
0,61 0,02 0,94 0,01 0,10 0,04 0,15 0,02 0,94 0,03 0,89 0,05 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3637 
0,69 0,01 0,97 0,04 0,40 0,06 0,48 0,11 0,97 0,01 0,89 0,01 2 
D. bruxellensis 
ZIM 3640 
0,68 0,01 0,82 0,26 0,34 0,01 0,40 0,01 0,96 0,03 0,83 0,06 1 
D. bruxellensis 
ZIM 3643 
0,72 0,02 0,97 0,05 0,23 0,09 0,25 0,01 0,97 0,01 0,85 0,02 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3651 
0,72 0,06 0,99 0,02 0,42 0,13 0,44 0,06 0,95 0,02 0,89 0,01 3 
D.bruxellensis 
ZIM 3652 
0,75 0,03 0,99 0,01 0,36 0,16 0,58 0,13 0,96 0,04 0,89 0,02 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3654 
0,79 0,03 1,00 0,00 0,27 0,13 0,26 0,03 0,98 0,02 0,90 0,03 3 
D.a bruxellensis 
ZIM 3655 
0,69 0,18 1,00 0,00 0,46 0,21 0,42 0,03 0,96 0,01 0,91 0,02 3 
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Nadaljevanje Preglednice 16 
 
se nadaljuje 
 
Relativna rast kolonij v gojišĉu YPD Relativna rast kolonij v kemijsko definiranem gojišĉu (YNB) pri 28 °C   
Sev 
x  
(28 °C) 
σ 
x  
(37 °C) 
σ 
x  
(2% 
ksiloza) 
σ 
x  
(4% 
ksiloza) 
σ 
x  
(2% 
maltoza) 
σ 
x  
(10 mM 
ocetna 
kislina) 
σ 
Št. 
zelenih 
celic 
D. bruxellensis 
ZIM 3656 
0,74 0,10 0,95 0,05 0,58 0,16 0,65 0,04 0,98 0,00 0,92 0,02 4 
D. bruxellensis 
ZIM 3658 
0,59 0,03 0,55 0,04 0,41 0,09 0,41 0,01 0,91 0,01 0,86 0,05 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3659 
0,74 0,04 0,96 0,07 0,89 0,15 0,98 0,03 0,94 0,03 0,90 0,06 4 
D. bruxellensis 
ZIM 3665 
0,46 0,02 0,66 0,15 0,31 0,18 0,29 0,14 0,33 0,16 0,58 0,19 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3666 
0,66 0,09 0,98 0,03 0,34 0,12 0,31 0,00 0,97 0,03 0,83 0,05 2 
D. bruxellensis 
ZIM 3667 
0,63 0,05 0,81 0,04 0,20 0,07 0,16 0,04 0,96 0,03 0,89 0,05 1 
D. bruxellensis 
ZIM 3653 
0,74 0,14 0,97 0,01 0,25 0,14 0,26 0,13 0,96 0,01 0,89 0,01 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3638 
0,57 0,17 0,71 0,14 0,74 0,01 0,86 0,06 0,95 0,02 0,92 0,08 4 
D. bruxellensis 
ZIM 3639 
0,83 0,04 0,64 0,03 0,44 0,05 0,64 0,05 0,95 0,01 0,87 0,01 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3664 
0,78 0,16 0,65 0,10 0,32 0,08 0,31 0,02 0,98 0,02 0,94 0,05 3 
D. bruxellensis 
ZIM 1762 
0,68 0,02 0,98 0,03 0,51 0,11 0,44 0,06 0,95 0,02 0,87 0,01 2 
D. bruxellensis 
ZIM 0701 
0,74 0,01 0,98 0,03 0,37 0,19 0,17 0,01 0,94 0,01 0,91 0,06 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3497 
0,79 0,09 0,95 0,07 0,34 0,11 0,23 0,00 0,96 0,01 0,87 0,02 2 
D. bruxellensis 
ZIM 2306 
0,42 0,01 0,87 0,06 0,01 0,00 0,01 0,00 0,94 0,00 0,90 0,04 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3494 
0,85 0,04 0,91 0,12 0,51 0,21 0,29 0,03 0,96 0,00 0,91 0,00 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3495 
0,75 0,14 0,94 0,09 0,58 0,16 0,54 0,01 0,95 0,00 0,92 0,04 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3498 
0,73 0,09 0,95 0,07 0,19 0,02 0,19 0,02 0,94 0,01 0,90 0,01 1 
D. bruxellensis 
ZIM 3499 
0,60 0,26 0,92 0,11 0,41 0,02 0,55 0,02 0,94 0,03 0,87 0,05 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3501 
0,80 0,05 0,99 0,01 0,39 0,02 0,48 0,06 0,93 0,02 0,92 0,04 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3507 
0,70 0,02 0,94 0,07 0,44 0,04 0,50 0,05 0,97 0,01 0,84 0,06 1 
D. bruxellensis 
ZIM 3508 
0,69 0,04 0,98 0,07 0,13 0,08 0,03 0,01 0,96 0,01 0,86 0,03 2 
D. bruxellensis 
ZIM 3509 
0,62 0,19 0,95 0,07 0,32 0,13 0,24 0,01 0,94 0,03 0,88 0,07 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3510 
0,73 0,00 0,96 0,05 0,21 0,16 0,12 0,03 0,95 0,03 0,88 0,07 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3511 
0,61 0,12 0,96 0,06 0,21 0,14 0,15 0,04 0,96 0,01 0,87 0,09 2 
D. bruxellensis 
ZIM 2481 
0,76 0,01 0,98 0,07 0,24 0,23 0,11 0,02 0,93 0,02 0,92 0,01 3 
D. bruxellensis 
ZIM 2508 
0,78 0,03 0,92 0,11 0,18 0,15 0,09 0,01 0,94 0,03 0,88 0,07 1 
D. bruxellensis 
ZIM 2512 
0,70 0,11 0,95 0,04 0,04 0,01 0,07 0,01 0,94 0,01 0,85 0,01 0 
D. bruxellensis 
ZIM 3537 
0,75 0,02 0,98 0,02 0,10 0,03 0,09 0,00 0,86 0,11 0,92 0,04 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3538 
0,78 0,05 0,98 0,03 0,35 0,06 0,48 0,09 0,97 0,02 0,88 0,02 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3539 
0,59 0,11 0,95 0,08 0,10 0,03 0,08 0,02 0,98 0,01 0,88 0,02 1 
D. bruxellensis 
ZIM 3540 
0,63 0,16 0,99 0,01 0,13 0,08 0,09 0,01 0,96 0,03 0,87 0,01 2 
D. bruxellensis 
ZIM 3541 
0,73 0,14 0,97 0,04 0,21 0,10 0,23 0,07 0,96 0,00 0,88 0,03 3 
D. bruxellensis 
ZIM 3542 
0,67 0,13 0,96 0,06 0,63 0,18 0,73 0,03 0,95 0,01 0,90 0,01 4 
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Nadaljevnaje Preglednice 16 
 
4.2.1 Ugotavljanje relativne stopnje rasti kvasovk na trdnem gojišču s 4 % ksilozo 
kot edinim virom ogljika 
Seve, izbrane na podlagi vrednotenja, smo analizirali na gojišĉih s 4 % ksilozo kot edinim 
virom ogljika. Kot je razvidno iz slike 9 vsi sevi na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z 
dodatkom 4 % ksiloze rastejo, kar pomeni, da so sposobni kot vir ogljika izrabljati ksilozo, 
nekateri sevi so v tem bolj uspešni kot drugi. Seve smo razdelili v kvartile glede na 
relativno stopnjo rasti kolonij, kar je predstavljeno v preglednici 17. 
 
Vsi sevi so rastli slabše na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodatkom 4 % ksiloze kot 
na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodatkom 2 % glukoze (kontrola). Iz rezulatov 
lahko sklepamo, da na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodatkom 4 % ksiloze 
najbolje rastejo kvasovke rodu Ogataea, Candida, Pichia, Schwanniomyces in 
Saccharomyces, ki so dosegli relativno rast kolonij nad 76 %. 
 
 
 
 
 
Relativna rast kolonij v gojišĉu YPD Relativna rast kolonij v kemijsko definiranem gojišĉu (YNB) pri 28 °C   
Sev 
x  
(28 °C) 
σ 
x  
(37 °C) 
σ 
x  
(2% 
ksiloza) 
σ 
x  
(4% 
ksiloza) 
σ 
x  
(2% 
maltoza) 
σ 
x  
(10 mM 
ocetna 
kislina) 
σ 
Št. 
zelenih 
celic 
D. bruxellensis 
ZIM 3543 
0,62 0,12 0,95 0,07 0,28 0,07 0,29 0,01 0,95 0,01 0,89 0,01 1 
D. bruxellensis 
ZIM 3544 
0,59 0,11 0,95 0,07 0,45 0,13 0,43 0,06 0,95 0,02 0,91 0,07 2 
D. intermedia 
ZIM 1763 
0,73 0,09 1,00 0,00 0,50 0,06 0,61 0,00 0,95 0,03 0,94 0,02 5 
S. cerevisiae 
ZIM 1927 
0,75 0,01 0,98 0,02 0,77 0,17 0,92 0,01 0,95 0,03 0,93 0,03 6 
S. kudriavzevii 
ZIM 3630 
0,02 0,01 0,26 0,11 0,12 0,02 0,22 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0 
C. boidinii ZIM 
2228 
0,69 0,07 0,01 0,00 0,89 0,15 1,00 0,00 0,95 0,04 0,87 0,08 3 
C. diddensiae 
ZIM 2277 
0,78 0,02 0,96 0,06 0,90 0,14 0,98 0,02 0,97 0,02 0,92 0,02 6 
C.wickerhamii 
ZIM 2223 
0,79 0,13 0,95 0,07 0,74 0,23 0,67 0,04 0,97 0,00 0,93 0,03 5 
K. mediterane 
ZIM 2473 
0,77 0,02 0,97 0,04 0,87 0,15 0,92 0,01 0,96 0,01 0,92 0,06 6 
N. molendini-olei 
ZIM 2320 
0,76 0,08 1,00 0,00 0,89 0,14 0,98 0,02 0,97 0,01 0,90 0,03 5 
O. histrianica 
ZIM 2463 
0,79 0,07 0,56 0,08 0,40 0,10 0,44 0,01 0,95 0,01 0,87 0,05 2 
O. 
kolombanensis 
ZIM 2470 
0,86 0,04 0,98 0,02 0,71 0,19 0,76 0,01 0,96 0,00 0,91 0,07 6 
C. adriatica ZIM 
2245 
0,70 0,04 0,96 0,09 0,99 0,01 0,98 0,02 0,94 0,03 0,80 0,22 4 
S. cerevisiae 
ZIM 2611 
1,00 0,00 0,96 0,06 0,85 0,08 0,91 0,01 0,99 0,01 1,00 0,00 6 
Scheffersomyces 
sp. ZIM 2471 
0,69 0,11 0,53 0,20 0,53 0,04 0,70 0,09 0,95 0,02 0,87 0,07 2 
Y.terventina ZIM 
2515 
0,63 0,03 0,96 0,07 0,90 0,15 0,98 0,03 0,95 0,00 0,86 0,17 4 
Z.mrakii  ZIM 
2574 
0,77 0,03 0,98 0,03 0,86 0,13 0,61 0,05 0,96 0,02 0,92 0,05 6 
37 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
Preglednica 17: Relativna stopnja rasti sevov na kemijsko definiranem YNB gojišĉu s 4 % ksilozo kot edinim 
virom ogljika razporejena v kvartile. 
Relativna 
stopnja 
rasti 
Sevi 
0-25 % 
D. intermedia ZIM 1763 
D. anomala ZIM 3657 
D. bruxellensis ZIM 3638, ZIM 3646, ZIM 3647, ZIM 3656, ZIM 3660 
K. servazzii ZIM 3323 
C. tenuis ZIM 2323 
S. paradoxus ZIM 2635 
 26-50 % 
D. anomala  ZIM 3530, ZIM 3531, ZIM 3534 
D. bruxellensis ZIM 3542, ZIM 3636, ZIM 3650, ZIM 3658 
B. custersianus ZIM 3642 
S. cerevisiae ZIM 1927, ZIM 2611, ZIM 2643, ZIM 3133, ZIM 3280, ZIM 3397, ZIM 3409 
C. wickerhamii ZIM 2223 
Z. mrakii ZIM 2574 
K. servazzii ZIM 3343 
S. paradoxus ZIM 3269, ZIM 3425 
51-75 % 
D. anomala ZIM 3513 
B. custersianus ZIM 3662 
O. kolombanensis ZIM 2470, ZIM 2322 
C. adriatica ZIM 2245 
S. cerevisiae ZIM 3418 
S. paradoxus ZIM 3344 
K. servazzii  ZIM 3329 
76-100 % 
 
O. kolombanensis ZIM 2533 
O. histrianica ZIM 2477, ZIM 2482, ZIM 2537 
S. cerevisiae ZIM 3225 
C. tenuis ZIM 2324 
P. kudriavzevii ZIM 2502, ZIM 2503, ZIM 3106 
S. polymorphus ZIM 2980 
C. diddensiae ZIM 2277 
N. molendini-olei ZIM 2320 
K. mediteranea ZIM 2473 
S. paradoxus ZIM 3347 
Y. terventina ZIM 2515 
  
38 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
 
 
Legenda: kemijsko definirano gojišĉe YNB z 2 % glukozo kot edinim virom ogljika     in kemijsko 
definirano gojišĉe YNB s 4 % ksilozo kot edinim virom ogljika          . * oznaĉuje sev, ki je bil uporabljen kot 
referenca za preraĉun relativne stopnje rasti. 
 
Slika 9: Relativna stopnja rasti sevov kvasovk na kemijsko definiranem gojišĉu YNB s 4 % ksilozo, 1. 
skupina sevov zgoraj in 2. skupina sevov spodaj 
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4.2.2 Ugotavljanje relativne stopnje rasti kvasovk na trdnem gojišču z ocetno kislino 
kot inhibitorjem rasti 
Iz slike 10 je razvidno, da so vsi sevi rasti na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z 
dodatkom 10 mM ocetne kisline, razen sevov C. diddensiae ZIM 2277, N. molendini-olei 
ZIM 2320, D. bruxellensis ZIM 3638, B. custersianus ZIM 3642 in C. adriatica ZIM 2245, 
ki niso dosegli relativne rasti kolonij nad 50% (Preglednica 16). Vsi sevi so rasli slabše kot 
na kontrolnem gojišĉu (kemijsko definirano gojišĉe YNB z dodatkom 2 % glukoze). D. 
bruxellensis ZIM 3542, ZIM 3656, ZIM 3650, B. custersianus ZIM 3662, C. wickerhamii 
ZIM 2223, N. molendini-olei ZIM 2320 in S. cerevisie ZIM 1927 ocetno kislino prenašajo 
najbolje, saj rastejo bolje ali enako kot na kontrolnem gojišĉu. Iz rezultatov lahko 
sklepamo, da ocetna kislina zmanjša rast kvasovk za okrog 10-20 %, vendar to ne velja za 
vse seve, nekaterih vrst kvasovk ocetna kislina ne moti. Seve smo razdelili v kvartile glede 
na relativno stopnjo rasti kolonij. Kvartili in pripadajoĉi sevi so predstavljeni v preglednici 
18. 
 
Legenda: kemijsko definirano gojišĉe YNB z 2 % glukozo kot edinim virom ogljika     in kemijsko 
definirano gojišĉe YNB z 10 mM ocetno kislino kot inhibtorjem rasti         .* oznaĉuje sev, ki je bil 
uporabljen kot referenca za preraĉun relativne stopnje rasti. 
 
Slika 10: Relativna stopnja rasti sevov kvasovk na kemjisko definiranem gojišĉu YNB z 10 mM ocetno 
kislino 
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Preglednica 18: Relativna stopnja rasti sevov na kemijsko definiranem YNB z ocetno kislino kot inhibitorjem 
razporejena v kvartile 
Relativna 
stopnja rasti 
Sevi 
0-25 % C. diddensiae ZIM 2277 
26-50 % 
B. custersianus ZIM 3642 
N. molendini-olei ZIM 2320 
C. adriatica ZIM 2245 
D. bruxellensis ZIM 3638 
51-75 % 
D. intermedia ZIM 1763 
D. anomala ZIM 3513, ZIM 3530, ZIM 3531, ZIM 3534, ZIM 3645, ZIM 3657 
D. bruxellensis (ZIM 3542, ZIM 3636, ZIM 3646, ZIM 3647, ZIM 3650, ZIM 3658, ZIM 
3660 
C. wickerhamii ZIM 2223 
D. bruxellensis ZIM 3542, ZIM 3636, ZIM 3658, ZIM 3647, ZIM 3650, ZIM 3656, ZIM 
3658, ZIM 3660 
O.  kolombanensis ZIM 2470 
S. cerevisiae ZIM 1927 
K. mediteranea ZIM 2473 
Y. terventina ZIM 2515 
76-100 % 
D. bruxellensis ZIM 3656 
B. custersianus ZIM 3662 
S. cerevisiae ZIM 1927, ZIM 2611 
Z. mrakii ZIM 2574 
 
4.2.3 Ugotavljanje relativne stopnje rasti kvasovk na različnih trdnih gojiščih z 
lignoceluloznim substratom kot virom ogljika 
Iz slik 11 in 12 je razvidno, da niso vsi sevi kvasovk rasli na kemijsko definiranem gojišĉu 
YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 210 °C kot edinim virom 
ogljika ali na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, 
tretiranim pri 210 °C in dodano 2 % glukozo. Na tem gojišĉu so relativno rast kolonij nad 
76 % dosegli sevi S. cerevisiae ZIM 1927, ZIM 2611, ZIM 3225,  N. molendini-olei ZIM 
2320, P. kudriavzevii ZIM 2503, ZIM 3106 in S. polymorphus ZIM 2980. Seve smo 
razdelili v kvartile glede na relativno rast kolonij (Preglednica 19).  
 
 
 
 
 
41 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
Na gojišĉu, ki je imel poleg lignoceluloznega substrata kot vir ogljika 2 % glukozo, je le-ta 
pripomogla k rasti sevov C. wickerhamii ZIM 2223, O. kolombanensis ZIM 2470 in Z. 
mrakii ZIM 2547. Sklepamo lahko, da sevom dodatek glukoze koristi, saj jo izkorišĉajo 
kot primaren vir ogljikovih hidratov, ob dodatku glukoze so sevi izboljšali relativno rast 
kolonij za povpreĉno 10-30 % (Slika 11). Najbolj primerni sevi za rast na lignoceluloznem 
substratu so sevi N. molendini-olei, S. cerevisiae, P. kudriavzevii in S. polymorphus. 
 
Preglednica 19: Relativna stopnja rasti sevov na kemijsko definiranem YNB gojišĉu z lignoceluloznim 
hidrolizatom, tretiranim pri 210 °C kot edinim virom ogljika razporejena v kvartile 
Relativna 
stopnja rasti 
Sevi 
0-25 % 
O. kolombanensis ZIM 2322, ZIM 2470, ZIM 2533 
O. histrianica ZIM 2477, ZIM 2482, ZIM 2537 
S. cerevisiae  ZIM 3225, ZIM 3422 
K. servazzii ZIM 3323, ZIM 3329 
C. tenuis ZIM 2324 
P. kudriavzevii ZIM 2502 
C. wickerhamii ZIM 2223 
D. intermedia ZIM 1763 
D. anomala ZIM 3513, ZIM 3530, ZIM 3531, ZIM 3534, ZIM 3645, ZIM 3657 
D. bruxellensis ZIM 3542, ZIM 3636, ZIM 3638, ZIM 3646, ZIM 3647, ZIM 3650, ZIM 
3656, ZIM 3658, ZIM 3660 
B. custersianus ZIM 3642, ZIM 3662 
C. diddensiae ZIM 2277 
K. mediteranea ZIM 2473 
C. adriatica ZIM 2245 
Y. terventina ZIM 2515 
26-50 % 
S. cerevisiae ZIM 3422, ZIM 3280, ZIM 3397, ZIM 3409 
S. paradoxus ZIM 3425 
51-75 % 
S. cerevisiae ZIM 3133 
K. servazzii ZIM 3343 
C. tenuis ZIM 2323 
S. paradoxus ZIM 2635, ZIM 3269, ZIM 3344, ZIM 3347 
O.  kolombanensis ZIM 2470 
Z. mrakii ZIM 2574 
76-100 % 
S. cerevisiae ZIM 1927, ZIM 2611, ZIM 3418 
N. molendini-olei ZIM 2320 
P. kudriavzevii ZIM 2503, ZIM 3106 
S. polymorphus ZIM 2980 
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Legenda: kemijsko definirano gojišĉe YNB s 2 % glukozo kot edinim virom ogljika        , kemijsko 
definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 210 °C kot edinim virom 
ogljika           ter kemijsko definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 210 
°C in 2 % glukozo          . * oznaĉuje sev, ki je bil uporabljen kot referenca za preraĉun relativne stopnje rasti. 
Slika 11: Relativna stopnja rasti sevov kvasovk na gojišĉu z dodanim lignoceluloznim hidrolizatom, 
tretiranim pri 210 °C in lignoceluloznim hidrolizatom tretiranim pri 210°C z dodano glukozo 
 
Legenda: kemijsko definirano gojišĉe YNB s 2 % glukozo kot edinim virom ogljika        , kemijsko 
definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 210 °C kot edinim virom 
ogljika          . 
Slika 12: Relativna stopnja rasti sevov kvasovk na gojišĉu z dodanim lignoceluloznim substratorm, tretiranim 
pri 210°C 
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Iz slike 13 in 14 je razvidno, da vsi sevi rastejo na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z 
dodanim lignoceluloznim substratom kot edinim virom ogljika, tretiranim pri niţjih 
temperaturah, in sicer 180  °C in 160  °C.  Relativno rast kolonij nad 76 % so dosegli sevi 
B. custersianus ZIM 3662, S. cerevisiae ZIM 1972, C.adriatica ZIM 2245, C. diddensiae 
ZIM 2277, K. mediteranea ZIM2473 in Y. terventina ZIM 2515 na hidrolizatu, obdelanem 
pri 160 °C ter sevi  B. custersianus ZIM 3662, C.adriatica ZIM 2245, C. diddensiae ZIM 
2277, O. kolombanensis ZIM 2470, K. mediteranea ZIM2473 in Y. terventina ZIM 2515 
na hidrolizatu, obdelanem pri 180 °C. Iz rezultatov lahko sklepamo, da na kemijsko 
definiranem gojišĉu YNB z dodanim lignoceluloznim substratom kot edinim virom 
ogljika, ki je tretiran pri niţjih temperaturah in vsebuje manj inhibitornih spojin sevi 
kvasovk bolje rastejo, kot na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodanim 
lignoceluloznim substratom kot edinim virom ogljika, tretiranim pri 210 °C, ki vsebuje veĉ 
inhibitornih spojin, ki zavirajo rast kvasovk. 
 
Na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodanim lignoceluloznim substratom in 2 % 
glukozo je veĉina sevov rasla bolje kot brez glukoze. Sklepamo lahko, da ob prisotnosti 
glukoze, le-to sevi primarno izkoristijo za rast, zato je njihov rast izboljšana za povpreĉno 
10-30 % (Sliki 13 in 14). 
 
 
Legenda: kemijsko definirano gojišĉe YNB s 2 % glukozo kot edinim virom ogljika        , kemijsko 
definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 180 °C kot edinim virom 
ogljika           ter kemijsko definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 180 
°C in 2 % glukozo           . * oznaĉuje sev, ki je bil uporabljen kot referenca za preraĉun relativne stopnje 
rasti. 
Slika 13: Relativna stopnja rasti sevov kvasovk na gojišĉu z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim 
pri 180 °C 
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Legenda: kemijsko definirano gojišĉe YNB s 2 % glukozo kot edinim virom ogljika        , kemijsko 
definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 160 °C kot edinim virom 
ogljika         ter kemijsko definirano gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 160 
°C in 2 % glukozo          . * oznaĉuje sev, ki je bil uporabljen kot referenca za preraĉun relativne stopnje rasti. 
Slika 14: Relativna stopnja rasti sevov kvasovk z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 160 °C 
 
Iz pridobljenih rezulatov smo izbrali 5 sevov, ki so se izkazali, da rastejo najboljše na 
kemijsko definiranem gojišĉe YNB z dodanim lignoceluloznim substratom tretiranim pri 
210 °C kot edinim virom ogljika. Izbrani sevi za nadaljnje analize so bili sevi S. cerevisiae 
ZIM 2611, ZIM 3133 in ZIM 3418, P. kudriavzevii ZIM 3106 in S. polymorphus ZIM 
2980. Kot kontrolna seva smo dodali smo seva S. paradoxus ZIM 3434 in sev S. cerevisiae 
»Ethanol Red« EXF 5822. 
 
S. cerevisie »Ethanol Red« je posebej izbran sev, ki so ga razvili za potrebe v industriji 
etanola. Ima specifiĉne lastnosti, kot so visoka toleranca na etanol, zelo hitra rast, visoki 
donosi alkohola in veĉja sposobnost preţivetja celic pod teţkimi pogoji. Sev je bil 
zasnovan za proizvodnjo alkohola, sposoben je maksimizirati donos alkohola v primerjavi 
z drugimi sevi. Primeren je za substrate, ki vsebujejo heksozne monosaharide ali njihove 
disaharide (npr. melasa) (Leaf, 2017). 
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4.3 UGOTAVLJANJE SPECIFIĈNE HITROSTI RASTI KVASOVK V TEKOĈEM 
GOJIŠĈU Z LIGNOCELULOZNIM SUBSTRATOM KOT VIROM OGLJIKA 
V nadaljnji raziskavi smo seve, za katere se je izkazalo da dobro rastejo na kemijsko 
definiranem gojišĉu YNB z dodanim lignoceluloznim substratom, tretiranim pri 210 °C kot 
edinim virom ogljika, analizirali v tekoĉih gojišĉih. Analizirali smo naslednje seve: S. 
cerevisiae ZIM 2611, ZIM 3133 in ZIM 3418, P. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus 
ZIM 2980, S. paradoxus ZIM 3434 in S. cerevisiae »Ethanol Red« EXF 5822. 
 
Pripravili smo tekoĉe gojišĉe YPD, ki je sluţilo kot pozitivna kontrola, tekoĉe gojišĉe, ki je 
vsebovalo lignocelulozni hidrolizat, tretiran pri 210 °C, kvasni ekstrakt (5 g/L), DAP 
(diamonijev fosfat) (1 g/L) in DAS (diamonijev sulfat) (1 g/L) in tekoĉe gojišĉe, ki je 
vsebovalo samo kvasni ekstrakt (5 g/L), DAP (diamonijev fosfat ) (1 g/L) in DAS 
(diamonijev sulfat) (1 g/L), ki je sluţilo kot negativna kontrola, na kateri naj sevi ne bi 
rasli. Za lignocelulozni substrat, ki je tretiran pri 210 °C smo odloĉili zato, ker vsebuje 
najvišjo koncentracijo glukoze izmed danih lignoceluloznih hidrolizatov. Zaradi visoke 
cene kemijsko definiranega gojišĉa YNB smo le-tega zamenjali z gojišĉem, ki je vseboval 
kvasni ekstrakt, diamonijev hidrogenfosfat (DAP) in diamonijev sulfat (DAS). 
 
Seve smo inkubirali na stresalnikih 24 ur, pri pogojih 220 rpm, 28 °C. Po 24 urah smo seve 
nacepili trdna gojišĉa YPD za štetje kolonij. Po petih dneh rasti, smo prešteli kolonije in 
izraĉunali CFU/mL. Iz preglednice 20 je razvidno, da so vsi analizirani sevi rasli v gojišĉu 
YPD, ki je bilo pozitivna kontrola, specifiĉno stopnjo rasti so imeli med 0,07 in 0,17. V 
gojišĉu YPD je najbolj rastel sev S. cerevisiae »Ethanol Red« EXF 5822, ki je po 24 urah 
dosegel specifiĉno stopnjo rasti 0,17. V gojišĉu, ki je vsebovalo samo kvasni ekstrakt, 
DAP in DAS, ki je bilo negativna kontrola, ni rastel noben izmed sevov. V gojišĉu, ki je 
vsebovalo lignocelulozni hidrolizat, tretiran pri 210 °C, kvasni ekstrakt, DAP in DAS smo 
dobili razliĉne rezultate. V gojišĉu ni rastel sev S. paradoxus ZIM 3434. Sev je imel tudi v 
gojišĉu YPD najslabšo specifiĉno stopnjo rasti (0,07). Izkazalo se je, da je v gojišĉu, ki je 
vsebovalo lignocelulozni hidrolizat, tretiran pri 210 °C, kvasni ekstrakt, DAP in DAS 
najbolje rastel sev S. polymorphus ZIM 2980, ki je po 24. urah dosegel specifiĉno stopnjo 
rasti 0,12, kar je enkrat veĉ kot sev S. cerevisiae ZIM 3133, ki je dosegel specifiĉno 
stopnjo rasti 0,06. Specifiĉno stopnjo rasti 0,10 sta po 24 urah dosegla seva S. cerevisiae 
ZIM 3418 in P. kudriavzevii ZIM 3106. Sev S. cerevisie »Ethanol Red« je dosegel 
specifiĉno stopnjo rasti 0,07.  
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Preglednica 20: Zaĉetna koncentracija in konĉna koncentracija kvasovk pri ĉasu 0 in po 24. urah ter 
specifiĉna stopnja rasti kvasovk po 24 urah v tekoĉem gojišĉu YPD, v tekoĉem gojišĉu z dodanim 
lignoceluloznim hidrolizatom in v tekoĉem gojišĉu z dodanim kvasnim ekstraktom, DAP in DAS 
  
Gojišĉe 
YPD  
[CFU/ml] 
Specifiĉna 
stopnja rasti 
Lignocelulozni 
hidrolizat (210 
°C) [CFU/ml] 
Specifiĉna 
stopnja rasti 
KE/DAP/ 
DAS 
[CFU/ml] 
Specifiĉna 
stopnja rasti 
Sev 0h 24 h µ 0h 24 h µ 0h 24 h µ 
S. cerevisiae 
ZIM 2611 
1,10
*10
7 
1,20
*10
8
 
0,10 
1,00 
*10
7
 
8,90 
*10
7
 
0,09 
1,10
*10
7
 
2,70
*10
7
 
0,04 
S. cerevisiae 
ZIM 3418 
2,00
*10
7
 
1,70
*10
8
 
0,09 
1,50*1
0
7
 
1,70*10
8
 
0,10 
1,80
*10
7
 
2,20
*10
7
 
0,01 
S. cerevisiae 
ZIM 3133 
1,90
*10
7
 
1,90
*10
8
 
0,10 
2,20*1
0
7
 
1,00*10
8
 
0,06 
1,80
*10
7
 
2,40
*10
7
 
0,01 
S. paradoxus 
ZIM 3434 
2,41
*10
7
 
1,25
*10
8
 
0,07 
2,30*1
0
7
 
1,91*10
7
 
0,00 
2,40
*10
7
 
5,77
*10
7
 
0,04 
P. kudriavzevii 
ZIM 3106 
2,10
*10
7
 
2,20
*10
8
 
0,10 
2,00*1
0
7
 
2,10*10
8
 
0,10 
1,80
*10
7
 
1,80
*10
7
 
0,00 
S. polymorphus 
ZIM 2980 
1,70
*10
7
 
2,8*
010
8
 
0,12 
1,60*1
0
7
 
2,80*10
8
 
0,12 
2,50
*10
7
 
3,00
*10
7
 
0,01 
S. cerevisiae 
»Ethanol Red«  
EXF 5822 
4,93
*10
6
 
2,60
*10
8
 
0,17 
5,27*1
0
7
 
2,75*10
7
 
0,07 
5,60
*10
6
 
1,88
*10
7
 
0,05 
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4.4 STOPNJA IZRABE SLADKORJEV LIGNOCELULOZNIH HIDROLIZATOV  
Po analizi v tekoĉih gojišĉih, smo shranili supernatante, ki so sluţili kot vzorci za nadaljnjo 
analizo HPLC. Supernatante smo redĉili z destilirano vodo, jih prefiltrirali v viale in nato 
dali na analizo HPLC. Pri analizi HPLC smo gledali porabo ogljikovih hidratov, in sicer 
porabo glukoze, ksiloze in arabinoze ter ali so sevi proizvedli etanol in glicerol.  
 
Iz preglednice 21 je razvidno, da so sevi S. polymorphus ZIM 2980, S. cerevisiae ZIM 
2611, P. kudrivzevii ZIM 3106, S. cerevisiae ZIM 3133, S. paradoxus ZIM 3434 in S. 
cerevisiae »Ethanol Red«  EXF 5822  porabili vso glukozo v gojišĉu YPD. Masna 
koncentracija glukoze je 0 mg/mL, kar pomeni, da so sevi vso glukozo porabili. V gojišĉu, 
ki je vsebovalo kvasni ekstrakt, DAP in DAS ni bilo prisotnih niĉ ogljikovih hidratov, torej 
noben izmed sevov v tem gojišĉu ni mogel izkorišĉati ogljikovih hidratov in poslediĉno ni 
rastel. V gojišĉu YPD je bila prisotna glukoza, in sicer 18,43 mg/mL, ksiloze in arabinoze 
v YPD gojišĉu ni bilo.  
 
V gojišĉu z lignoceluloznim hidrolizatom 210 °C/DAP/DAS so sevi S. polymorphus ZIM 
2980, S. cerevisiae ZIM 2611, P. kudrivzevii ZIM 3106, S. cerevisiae ZIM 3133, ZIM in S. 
cerevisiae »Ethanol Red«  EXF 5822 porabili vso glukozo, prisotno v gojišĉu, saj v 
supernatantih sevov ni ostalo niĉ mg/mL glukoze. Sev S. paradoxus ZIM 3434 ni porabil 
niĉ glukoze, saj jo je v supernatantu ostalo toliko, kot jo je bilo v samem gojišĉu. Sev na 
splošno ni porabljal niĉ ogljikovih hidratov iz lignoceluloznega hidrolizata. Sev S. 
polymorphus ZIM 2980 je porabil vso glukozo in 97,0 % ksiloze. Skupno je sev porabil 
97,0 % vseh ogljikovih hidratov, prisotnih v lignoceluloznem substratu, kar je najveĉ 
izmed vseh sevov. V supernatanih sevov S. cerevisiae ZIM 2611, P. kudrivzevii ZIM 3106, 
S. cerevisiae ZIM 3133 in S. cerevisiae ZIM 3418 je ostalo pribliţno 60,0-70,0 % ksiloze. 
Sevi so skupno porabili med 82,0 % in 83,2 % vseh ogljikovih hidratov v lignoceluloznem 
hidrolizatu. V supernatantih vseh sevov je ostala neizkorišĉena vsa arabinoza, ki je bila 
prisotna v gojišĉu z lignoceluloznim hidrolizatom 210 °C/DAP/DAS, kar kaţe na to, da 
sevi arabinoze za svojo rast niso izkorišĉali. Najveĉjo stopnjo porabe gljikovih hidratov in 
najboljšo specifiĉno stopnjo rasti v lignoceluloznem hidrolizatu je imel sev S. polymorphus 
ZIM 2980 (Preglednici 21 in 22). 
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Preglednica 21: Rezultati analize HPLC sladkorjev (glukoza, ksiloza, arabinoza) v izvornih in izrabljenih 
gojišĉih in hidrolizatih z razliĉnimi sevi kvasovk. 
Sevi kvasovk 
glukoza 
[mg/mL] 
ksiloza 
[mg/mL] 
arabinoza 
[mg/mL] 
gojišče lignocelulozni hidrolizat 210 °C/DAP/DAS 6,91 2,39 0,20 
S. polymorphus ZIM 2980 0,00 0,07 0,21 
S. cerevisiae ZIM 2611 0,00 1,41 0,18 
P. kudrivzevii ZIM 310 0,00 1,48 0,20 
S. cerevisiae ZIM 3133 0,00 1,49 0,21 
S. cerevisiae ZIM 3418 0,00 1,43 0,24 
S. paradoxus ZIM 3434 7,80 1,87 0,18 
S. cerevisiae »Ethanol Red«  EXF 5822 0,00 1,64 0,18 
YPD gojišče 18,43 0,00 0,00 
S. polymorphus ZIM 2980 0,00 0,04 0,02 
S. cerevisiae ZIM 2611 0,00 0,04 0,02 
P. kudrivzevii ZIM 3106 0,00 0,04 0,02 
S. cerevisiae ZIM 3133 0,00 0,04 0,02 
S. cerevisiae ZIM 3418 0,00 0,04 0,02 
S. paradoxus ZIM 3434 16,32 0,00 0,01 
S. cerevisiae »Ethanol Red«  EXF 5822 0,00 0,00 0,00 
gojišče KE/DAP/DAS 0,00 0,00 0,00 
S. polymorphus ZIM 2980 0,00 0,00 0,00 
S. cerevisiae ZIM 2611 0,00 0,00 0,00 
P. kudrivzevii ZIM 3106 0,00 0,00 0,00 
S. cerevisiae  ZIM 3133 0,00 0,00 0,00 
S.s cerevisiae  ZIM 3418 0,00 0,00 0,00 
S. paradoxus  ZIM 3434 0,00 0,00 0,00 
S. cerevisiae »Ethanol Red« EXF 5822 0,00 0,00 0,00 
Legenda:lignoceluloznim hidrolizatom 210 °C z dodanima  diamonijevim fosfatom (DAP) in diamonijevim 
sulfatom (DAS), v gojišĉe YPD, gojišĉe z kvasnim ekstraktom (KE), diamonijevim fosfatom (DAP) in 
diamonijevim sulfatom (DAS) 
Preglednica 22: Odstotek porabe ogljikovih hidratov kvasovk v gojišĉu s hidrolizatom 210 °C/KE/DAP/DAS 
sevi kvasovk 
poraba glukoze 
[%] 
poraba ksiloze 
[%] 
poraba 
arabinoze [%] 
skupna poraba 
sladkorjev [%] 
S. polymorphus ZIM 2980 100,0 97,0 0,0 97,0 
S. cerevisiae ZIM 3418 100,0 41,0 0,0 83,2 
P. kudrivzevii  ZIM 3106 100,0 38,4 0,0 82,4 
S. cerevisiae ZIM 3133 100,0 37,6 0,0 82,0 
S. cerevisiae ZIM 2611 100,0 40,3 0,0 82,5 
S. paradoxus ZIM 3434 0,0 0,00 0,0 0,0 
S. cerevisiae »Ethanol Red«  
EXF 5822 
100,0 31,3 0,0 80,8 
 
  
49 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
5 RAZPRAVA 
5.1 GENETSKA RAZNOLIKOST KVASOVK RODOV Dekkera IN Brettanomyces 
Iz zbirke ZIM smo izbrali 68 sevov kvasovk rodu Dekkera, ki so bili izolirani iz piva, vina 
ali jabolĉnega vina. Sevom smo izolirali kvasno DNA, izvedli smo RAPD-PCR reakcijo z 
zaĉetnima oligonukleotidoma (GTG)5x in 60% GC in izvedli agarozno gelsko 
elektroforezo. Na podlagi pridobljenih rezultatov, smo izdelali dendogram, diagram, s 
katerim smo prikazali hierarhiĉno razmerje med kvasovkami. Dendogram smo izdelali na 
podlagi zdruţevanja v skupine, ki so nam pokazale povezanost (sorodnost) med 
raziskovanimi predmeti (kvasovkami) (Bock, 2018).  
 
Med kvasovkami rodu Dekkera je velika raznolikost (Curtin in Pretorius, 2014). Imamo 
veĉ skupin sorodnosti in znotraj sorodnih skupin se pojavijo kvasovke, ki so bile izolirane 
iz razliĉnih virov. V skupinah so sevi, ki so izolirani iz razliĉnih virov. Nekateri pivski sevi 
so si zelo sorodni, na primer D. bruxellensis ZIM 3656, D. bruxellensis ZIM 3659, D. 
bruxellensis ZIM 3660, D. bruxellensis ZIM 3652, D. bruxellensis ZIM 3661, D. 
bruxellensis ZIM 3664, D. bruxellensis ZIM 3653, na drugi strani pa imamo sev D. 
bruxellensis ZIM 3651,  ki je genetsko razliĉen od ostalih sevov izoliranih iz piva. Iz 
rezultatov raziskave lahko sklepamo da niso vsi pivski oziroma vinski sevi oziroma sevi, 
izolirani iz jabolĉnega vina sorodni, ampak se med seboj razlikujejo, kar lahko razberemo 
iz dendograma, ki smo ga dobili iz rezultatov raziskave. 
 
V primeru dendograma ne moremo z gotovostjo trditi, da kljub temu, da dendogram seve 
razvrsti v razliĉne gruĉe, ni nujno, da so res tako daleĉ sorodstveno narazen. Da bi dobili 
bolj zanesljive medsevne odnose bi lahko uporabili dodaten genetski marker, ki bi še bolj 
natanĉno opredelil genetsko raznolikost kvasovk. Genetsko tipizirane seve bi lahko 
povezali z njihovimi fenotipskimi lastnostmi. Lahko bi testirali rast sevov na razliĉnih 
gojišĉih, pod razliĉnimi stresnimi pogoji, na primer na gojišĉih z dodanimi razliĉnimi 
višjimi koncentracijami glukoze, fruktoze, sorbitola, natrijevega klorida, etanola in 
inhibitornih spojin ter inkubirali pri razliĉnih temperaturah. Dobljene rezultate bi lahko 
povezali z rezultati iz genotipizacije kvasovk in dobili bi bolj zanesljive rezultate, ki bi se 
opirali tako na genetsko kot na fenotipsko raznolikost (Mukherjee in sod., 2014). 
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5.2 KAPLJIĈNI TEST RELATIVNE STOPNJE RASTI KVASOVK NA RAZLIĈNIH 
VIRIH OGLJIKA IN POD RAZLIĈNIMI POGOJI 
V raziskavi smo ugotavljali relativno stopnjo rasti sevov, testirali smo sposobnost rasti 
sevov na trdnih gojišĉih pod razliĉnimi pogoji. Kvasovke, ki smo jih inkubirali pri 8 °C 
niso rasle, saj jim niţja temperatura onemogoĉa rast. Pri inkubaciji pri 28 °C so vse 
kvasvoke rastle, saj kvasovke pri temperaturi okrog 30 °C doseţejo najveĉjo število celic. 
Najbolj optimalna temperatura za rast kvasovk je med 25 in 35 °C, v našem primeru smo 
imeli temperaturo 37 °C. Kvasovke so imele pri tej temperaturi najveĉjo relativno stopnjo 
rasti (Ho in Powel, 2014). 
 
Vsi sevi so dobro rastli na kontrolnem kemijsko definiranemu gojišĉu YNB z dodatkom 2 
% glukoze in na gojišĉu YPD. Gojišĉe YNB je gojišĉe, ki je primerno za kultivacijo 
kvasovk, je gojišĉe, ki vsebuje dušik, vitamine, elemente v sledovih in soli (Merck, 2018). 
Gojišĉu smo dodali glukozo, ki jo vse vrste kvasovk uporabljajo za rast kot primarni vir 
ogljika (Tronchoni in sod., 2009). Gojišĉe YPD se uporablja za gojenje kvasovk za namene 
raziskav, vsebuje pepton, kvasni ekstrakt in glukozo (Sherman, 2002). Skoraj vsi sevi so na 
kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodatkom 10 mM ocetne kisline rasli. Kvasovke 
rodu Dekkera lahko  uporabljajo strategijo, kjer lahko proizvedejo, akumulirajo in kasneje 
porabijo ocetno kislino in tako premagajo druge mikroorganizme, ki ob ocetni kislini ne 
morejo rasti (Steensels, 2015), ker ne uporabljajo strategije »proizvedi, akumuliraj, porabi« 
in so Crabtree negativni organizmi, na primer Kluyveromyces lactis, Candida albicans in 
drugi (Piškur in sod., 2006). Sevi rodu Dekkera lahko rastejo ob prisotnosti ocetne kisline 
do koncentracije 40 mM (Moktaduzzman in sod., 2016) 
 
Vsi sevi so na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z dodatkom 4 % ksiloze rasli, vendar so 
dosegli slabšo relativno stopnjo rasti kot na kemijsko definiranem gojišĉu YNB z 
dodatkom 2 % glukoze. Sevi rodu Dekkera ne morejo izrabljati ksiloze kot vir ogljika 
(Capusoni in sod., 2016). Obstajajo sevi, ki lahko v procesu fermentacije kot substrat za 
proizvodnjo etanola izkorišĉajo D-ksilozo, na primer Schwanniomyces polymorphus, 
Candida intermedia, Candida cellulosicola in drugi (Morais, 2013).  
 
Ugotovili smo, da vsi sevi kvasovk ne rastejo na lignoceluloznem substratu, tretiranem pri 
210 °C. Kvasovke, ki niso prilagojene na lignocelulozni hidrolizat, ki vsebuje veĉjo 
koncentracijo inhibitornih spojin (furfural, 5-hidroksimetil furfural, ocetno kislino), na le-
tem ne rastejo (Tiukova in sod., 2014). Katere inhibitorne spojine so prisotne v 
lignoceluloznem substratu, je odvisno od lignoceluloznega substrata (Olsson in Hagerdal, 
1996) in naĉina ter pogojev predobdelave (Kim, 2018). Veĉja je temperatura predobdelave 
hidrolizata, veĉja koncentracija inhibitornih spojin se kopiĉi v substratu, ki ga nato 
uporabimo kot substrat za gojenje kvasovk (Olsson in Hagerdal, 1996). Lignocelulozni 
hidrolizat, tretiran pri 210 °C vsebuje najvišjo koncentracijo glukoze in je zato najboljša 
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izbira za substrat za rast mikroorganizmov, ker mikroorganizmov primarno izkorišĉa 
glukozo za rast (Tronchoni in sod., 2009).  
 
Vse testirane kvasovke lahko rastejo na lignoceluloznem hidrolizatu, ki je bil predobdelan 
s kislino pri 160 °C (0,5 % H2SO4/160 °C/5 min) in 180 °C (0,5% H2SO4/180 °C/5 min). 
Rast je odvisna od koncentracije inhibitornih spojin. To so potrdile tudi druge študije 
(Blomqvist in sod., 2011), ki so dokazale, da na lignoceluloznem hidrolizatu, ki ima 
manjšo vsebnost inhibitornih spojin, kvasovke D. bruxellensis, S. cerevisiae rastejo boljše, 
kot na substratu z višjo vsebnostjo inhibitorjev. Lignocelulozna hidrolizata tertirana pri 160 
°C in 180 °C sta vsebovala koncentracijo furanov pod 1 g/L, zato so kvasovke na le-teh 
substratih rasle (priloga A) (Wikandari in sod., 2010). Hidrolizat predobdelan s kislino pri 
210 °C, katerega kemijsko analizo so izvedli na Prehrambeni biotehnološki fakulteti v 
Zagrebu, je vseboval 1,72 g/l furanov, kar je pribliţno šestkrat oziroma dvakrat veĉ kot 
hidrolizat 160 °C oziroma hidrolizat 180 °C (priloga A). Sklepamo lahko, da ima 
koncentracija furanov višja od 0,91 g/l inhibitornih uĉinek na rast sevov rodov Dekkera, 
Bretanomyces, Kuraishia, Yamadazyma in Candida. Koncentracija inhibitorjev (furanov, 
furfuralov, 5-hidroksimetilfurfuralov) vpliva na rast kvasovk, in sicer koncentracija višja 
od 1 g/L negativno vpliva na rast kvasovk in proizvodnjo bioetanola (Wikandari in sod., 
2010). 
 
Toleranca in obĉutljivost za inhibitorne spojine je ena glavnih ovir pri uĉinkoviti izrabi 
kvasovk za proizvodnjo etanola iz lignocelulozne biomase (Liu in sod., 2016). Na gojišĉih, 
kjer je poleg hidrolizata dodana še glukoza je rast pri nekaterih sevih za 10-30 % boljša, saj 
kvasovke preferirajo izkorišĉanje glukoze kot substrata (Tronchoni in sod., 2009). Na 
gojišĉih, ki so vsebovala ĉisto glukozo je najbolje rastel sev S. polymorphus ZIM 2980, ki 
je dosegel najboljšo relativno stopnjo rasti izmed vseh sevov. Sev P. kudriavzevii ZIM 
3106 je dosegel relativno stopnjo rasti 80 %, sev S. cerevisie ZIM 3418 je dosegel 
relativno stopnjo rasti 54 %. 
5.3 UGOTAVLJANJE SPECIFIĈNE HITROSTI RASTI KVASOVK V TEKOĈEM 
GOJIŠĈU Z LIGNOCELULOZNIM SUBSTRATOM KOT VIROM OGLJIKA 
Seve smo uporabili za analizo rasti v tekoĉih gojišĉih. V zaĉetnih analizah je bilo kot vir 
dušika uporabljeno kemijsko definirano gojišĉe YNB, z namenom ugotovitve sposobnosti 
rasti na virih ogljika ki so prisotni v lignoceluloznem substratu. Zaradi visoke cene tega 
gojišĉa, smo dušikovo osnovo (YNB) zamenjali z gojišĉem, ki je vseboval kvasni ekstrakt, 
diamonijev hidrogenfosfat in diamonijev sulfat.  
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V gojišĉu z lignoceluloznim hidrolizatom 210 °C in dodanim kvasnim ekstraktom, DAP in 
DAS so nekateri sevi rasli, nekateri pa ne. S. polymorphus ZIM 2980, P. kudrivzevii ZIM 
3106 in S. cerevisiae ZIM 3418 so primerni za izkorišĉanje lignoceluloznega hidrolizata. S. 
polymorphus za rast izkorišĉa tako glukozo, kot ksilozo in arabinozo (Buzzini in sod., 
2017). P. kudrivzevii uspešno tolerira stresne dejavnike (Mukherjee in sod., 2017). 
Nekateri sevi rastejo bolje, nekateri slabše na lignoceluloznem hidrolizatu, to je odvisno od 
tega, ali so se uspešno prilagodili na rast (Hawkins in Peterson, 2011) in do kolikšne mere 
tolerirajo inhibitorne spojine (furfurale in hidroksifurfurale) (Field in sod., 2015). Sev S. 
cerevisiae »Ethanol Red« EXF 5822  je na lignoceluloznem substratu  rastel slabše, saj je 
razvit za proizvodnjo etanola na melasi (Leaf, 2017). Najslabše je rastel S. paradoxus ZIM 
3434, ki slabše raste pod stresnimi pogoji, slabše tolerira furfurale in hidroksifurfurale kot 
na primer S. cerevisiae (Field in sod., 2015). 
 
Ĉe dobljene rezultate poveţemo z izvorom sevov, lahko sklepamo, da so sevi, ki so 
izolirani iz naravnega habitata, ki je bolj podoben lignocelulozni biomasi (hrast), na primer 
S. cerevisiae ZIM 3418, bolje prilagojeni komponentam, ki so prisotne v lignoceluloznem 
substratu kot seva kvasovk S. cerevisiae ZIM 2611, ZIM 3133, ki sta izolirana iz vina. 
Veĉji potencial za izkorišĉanje lignocelulozne biomase imajo sevi, ki so bolje prilagojeni 
na rast na lignoceluloznem hidrolizatu (Tiukova in sod., 2014), sevi, ki bolje tolerirajo 
stresne dejavnike (Mukherjee in sod., 2017) in imajo veĉjo toleranco do inhibitornih spojin 
(Field in sod., 2015). Iz naših rezultatov lahko sklepamo, da so to sevi  S. polymorphus 
ZIM 2980, P. kudrivzevii ZIM 3106 in S. cerevisiae ZIM 3418. 
5.4 STOPNJA IZRABE SLADKORJEV LIGNOCELULOZNIH HIDROLIZATOV  
Po konĉanih analizah rasti, smo izvedli analizo HPLC. Merili smo koncentracijo ogljikovih 
hidratov v supertnatantih gojišĉ. Zanimalo nas je ali so sevi za rast porabili ogljikove 
hidrate, ki so bili prisotni v lignoceluloznem hidrolizatu in ali so med rastjo proizvedli 
glicerol ali etanol. Kvasovke so porabile vso glukozo, ki je bila na voljo v lignoceluloznem 
substratu. Poraba ksiloze je bila delna. Arabinoze pa kvasovke za rast niso porabljale. Za 
rast kvasovke preferirajo glukozo, šele ko glukoze zmanjka, zaĉnejo izkorišĉati druge vire 
ogljikovih hidratov (Tronchoni in sod., 2009). Tudi v študiji (Galafassi in sod., 2010) so 
kvasovke rodu Dekkera za rast lahko izrabljale heksoze (glukozo) in niso rasle na pentozah 
(ksiloza, arabinoza). S. cerevisie je konvencionalna kvasovka, ki za rast potrebuje glukozo. 
Po naravi za rast ne more izrabljati pentoz, zato z metabolnim inţeniringom skušajo 
pridobiti seve, ki bi pentoze lahko izrabljali (Sanchez in sod., 2010). Schwanniomyces 
polymorphus, Candida intermedia, Candida cellulosicola so v študiji lahko izrabljale tako 
glukozo kot ksilozo (Morais, 2013).  
53 
Bokal K. Uĉinkovitost izrabe lignoceluloznega substrata nekonvencionalnih kvasovk.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
6 SKLEPI 
 Samo nekatere analizirane nekonvencionalne kvasovke lahko izrabljajo 
lignocelulozni hidrolizat, ki je bil predobdelan s kislino pri 210 °C (0,5% 
H2SO4/210 °C/5 min), to so kvasovke vrst Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces paradoxus, Candida tenuis, Ogataea kolombanensis, 
Zygotorulaspora mrakii, Nakazawaea molendini-olei, Pichia kudriavzevii in 
Schwannyomyces polymorphus 
 
 Vse analizirane nekonvencionalne kvasovke lahko izrabljajo hidrolizat, ki je bil 
predobdelan s kislino pri niţjih temperaturah, in sicer 160 °C (0,5 % H2SO4/160 
°C/5 min) ali 180 °C (0,5% H2SO4/180 °C/5 min).  
 
 Sevi kvasovk, ki so izolirani iz substrata, ki ima podobno sestavo kot lignocelulozni 
hidrolizat, so bolj primerni za nadaljne študije rasti/produktivnosti na teh substratih. 
 
 Specifiĉna rast nekonvencionalnih kvasovk in sposobnost izrabljanja lesnega 
hidrolizata je odvisna od koncentracije inhibitorjev v substratu, saj je lignocelulozni 
hidrolizat, tretiran pri 210 °C vseboval višje koncentracije furanov.  
 
 Iz rezultatov raziskave lahko sklepamo, da so izmed analiziranih sevov sevi 
Schwannyomyces polymorphus ZIM 2980, Pichia kudriavzevii  ZIM 3106 in 
Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 najbolj primerni za uĉinkovito izrabo 
lignoceluloznega substrata.  
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7 POVZETEK 
Kvasovke so mikroorganizmi, ki so sposobni fermentirati ogljikove hidrate v etanol, iz 
katerega v zakljuĉnih procesih pridobijo bioetanol. Ker se zadnje ĉase zanimanje za 
alternativna goriva poveĉuje, se je tudi zanimanje za nekonvencionalne kvasovke, ki so 
sposobne fermentirati ogljikove hidrate iz lignoceluloze, poveĉalo. Lignocelulozno 
biomaso v postopkih predobdelave pripravijo tako, da so jo kvasovke sposobne izrabljati. 
V okviru naše raziskave smo iz Zbirke industrijskih mirkoorganizmov izbrali seve kvasovk 
rodu Dekkera in ugotovili njihovo genetsko raznolikost znotraj posameznih skupin (sevi iz 
piva, vina, jabolĉnega vina). Ugotovili smo, da je znotraj rodu Dekkera velika genetska 
raznolikost. Na lignoceluloznem substratu smo testirali kvasovke rodov Dekkera, 
Brettanomyces, Saccharomyces, Candida, Ogataea, Kuraishia, Nakazawaea, 
Yamadazyma, Zygotorulospora, Pichia, Kazahstania, Schwanniomyces. Testirali smo ali 
kvasovke rastejo na hidrolizatu, ki je bil predobdelan s kislino pri, 160 °C 180 °C in 210 
°C. Sevi iz rodu Dekkera, Bretanomyces, Kuraishia, Yamadazyma in Candida na 
hidrolizatu 210 °C nis rasli. Rasli so S. cerevisiae ZIM 2611, ZIM 1927, ZIM 3133, ZIM 
3418, O. kolombensis ZIM 2470, Z. mrakii ZIM 2574, N. molendini-olei ZIM 2320, P. 
kudriavzevii ZIM 2503, ZIM 3106, K. servazzii ZIM 3343, C. tenuis ZIM 2323, S. 
paradoxus ZIM 2635, ZIM 3269, ZIM 3344, ZIM 3347,   in S. polymorphus ZIM 2980. Na 
hidrolizatu 160 °C in 180 °C so rastli vsi testirani sevi. Takšne rezultate smo priĉakovali, 
saj hidrolizat, tretiran pri 210 °C vsebuje veĉ inhibitornih spojin, kot ostala dva hidrolizata. 
Vidimo lahko, da ima koncentracija furanov višja od 0,91 g/l inhibitornih uĉinek na rast 
kvasovk. Na gojišĉih, kjer je poleg hidrolizata dodana še glukoza ni bistvene razlike v rasti 
kvasovk, rast je pri nekaterih sevih malo boljša, ker kvasovke preferirajo izkorišĉanje 
glukoze kot substrata. Sklepamo lahko, da imajo veĉji potencial za izkorišĉanje 
lignocelulozne biomase sevi, ki so izolirani iz naravnega habitata, ki je bolj podoben 
lignocelulozni biomasi in so bolje prilagojeni komponentam, ki so prisotne v 
lignoceluloznem substratu (ogljikovi hidrati in inhibitorne spojine). Iz naših rezultatov 
lahko sklepamo, da so sevi  S. polymorphus ZIM 2980, P. kudriavzevii ZIM 3106 in S. 
cerevisiae ZIM 3418 najprimernejši za izkorišĉanje lignocelulznega hidrolizata. Od tu 
naprej so odprte moţnosti za gensko manipulacijo sevov, ki so se glede na rezultate iz naše 
raziskave izkazali za seve z najboljšim potencialom za rast in izkorišĉanje 
lignoceluloznega hidrolizata. Sevi bi lahko izkorišĉali še veĉ ogljikovih hidratov prisotnih 
v le-tem. Velik potencial kaţe sev S. polymorphus ZIM 2980. 
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PRILOGA A 
 
Sestava lignoceluloznega hidrolizata pri razliĉnih predobdelavah (160 °C/180 °C/210 °C). 
 
Pogoji predobdelave 
γ 
glukoza 
[g/L] 
γ 
ksiloza 
[g/L] 
γ 
arabinoza 
[g/L] 
γ mravljiĉna 
kislina [g/L] 
γ ocetna 
kislina 
[g/L] 
γ levulinska 
kislina 
[g/L] 
γ 
furani 
[mg/L] 
0,5% H2SO4/160 
°C/5min 1,92 13,02 1,68 0,34 0,96 0,00 0,28 
0,5% H2SO4/180 
°C/5min 2,17 9,08 1,47 1,01 0,88 0,00 0,91 
0,5% H2SO4/210 
°C/5min 7,29 2,62 0,20 1,18 0,78 0,26 1,72 
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PRILOGA B 
 
Primer šablone, uporabljene za fenotipske teste. 
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PRILOGA C 
 
Naĉrt nanosa na razliĉna gojišĉa (kvasovke rodu Dekkera, dva tipska seva in sevi iz 
oljĉnega olja). 
 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
ZIM 
0701 
ZIM 
1761 
ZIM 
1762 
ZIM 
1763 
ZIM 
1764 
ZIM 
2292 
ZIM 
2306 
ZIM 
2481 
ZIM 
2508 
ZIM 
2512 
ZIM 
3494 
ZIM 
3495 
B 
ZIM 
3497 
ZIM 
3498 
ZIM 
3499 
ZIM 
3501 
ZIM 
3504 
ZIM 
3507 
ZIM 
3508 
ZIM 
3509 
ZIM 
3510 
ZIM 
3511 
ZIM 
3513 
ZIM 
3530 
C 
ZIM 
3531 
ZIM 
3534 
ZIM 
3535 
ZIM 
3536 
ZIM 
3537 
ZIM 
3538 
ZIM 
3539 
ZIM 
3540 
ZIM 
3541 
ZIM 
3542 
ZIM 
3543 
ZIM 
3544 
D 
ZIM 
3636 
ZIM 
3637 
ZIM 
3638 
ZIM 
3639 
ZIM 
3640 
ZIM 
3641 
ZIM 
3642 
ZIM 
3643 
ZIM 
3644 
ZIM 
3645  
ZIM 
3646 
ZIM 
3647 
E 
ZIM 
3648 
ZIM 
3649 
ZIM 
3650 
ZIM 
3651 
ZIM 
3652 
ZIM 
3653 
ZIM 
3654 
ZIM 
3655 
ZIM 
3656 
ZIM 
3657 
ZIM 
3658  
ZIM 
3659 
F 
ZIM 
3660 
ZIM 
3661 
ZIM 
3662 
ZIM 
3663 
ZIM 
3664 
ZIM 
3665  
ZIM 
3666 
ZIM 
3667   
ZIM 
1972 
ZIM 
3630   
G 
ZIM 
2223 
ZIM 
2228 
ZIM 
2245 
ZIM 
2277 
ZIM 
2320 
ZIM 
2328 
ZIM 
2463 
ZIM 
2470 
ZIM 
2471 
ZIM 
2473 
ZIM 
2515 
ZIM 
2574 
H 
ZIM 
2611                       
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PRILOGA D 
 
Umeritvene krivulje ki smo jih uporabili pri analizi HPLC za izraĉun stopnje izrabe 
sladkorjev v lignoceluloznih hidrolizatih. 
 
Priloga D1: Umeritvena krivulja za ugotavljanje stopnje izrabe glukoze v lignoceluloznih 
hidrolizatih, analiziranih s tekoĉinsko kromatografijo visoke loĉljivosti. 
 
 
Priloga D2: Umeritvena krivulja za ugotavljanje stopnje izrabe ksiloze v lignoceluloznih 
hidrolizatih, analiziranih s tekoĉinsko kromatografijo visoke loĉljivosti. 
 
Priloga D3: Umeritvena krivulja za ugotavljanje stopnje izrabe arabinoze v lignoceluloznih 
hidrolizatih, analiziranih s tekoĉinsko kromatografijo visoke loĉljivosti.
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